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Seznam uporabljenih okrajšav  
 
A230 - absorbanca pri valovni dolžini 230 nm  
A260 - absorbanca pri valovni dolžini 260 nm  
A280 - absorbanca pri valovni dolžini 280 nm  
A526 - absorbanca pri valovni dolžini 526 nm  
A595 - absorbanca pri valovni dolžini 595 nm  
A740 - absorbanca pri valovni dolžini 740 nm  
AGE - agarozna gelska elektroforeza  
AMC - 7-amino-4-metilkumarin  
angl. - angleško  
bp - bazni par  
CARD - domena za oligomerizacijo in aktivacijo kaspaz (angl. Caspase Activation and                      
Recruitment Domain) 
CBB - Coomasie Brilliant Blue  
CFP - zelenomodri fluorescenčni protein 
CHAPS - 3-[(3-kolamidopropil)dimetilamonijev]-1-propansulfonat 
cpDNA - kloroplastna DNA 
CRISPR - gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev 
CrMC1 - metakaspaza 1 alge Chlamydomonas reinhardtii 
CrMC2 - metakaspaza 2 alge Chlamydomonas reinhardtii 
ctrl - kontrola 
Da - dalton, enota za molekulsko maso, ki ustreza 1/12 mase ogljikovega izotopa 12C  
DD - efektorska domena smrti (angl. Death Effector Domain) 
DEVD – tetrapeptid Asp-Glu-Val-Asp 
dH2O - deionizirana voda  
DNA - deoksiribonukleinska kislina  
dsRNA - dvoverižna RNA 
DTT - ditiotreitol  
dUTP - deoksiuridin-trifosfat 
EDTA - etilendiamintetraocetna kislina  
FR-AMC - Phe-Arg-AMC 
FRET - Försterjev resonančni prenos energije 
g - gravitacijski pospešek  
HEPES - 1-piperazinetansulfonska kislina 
HR - hipersenzitivni odziv 
IETD - tetrapeptid Ile-Glu-Thr-Asp 
LSAM - legumainska domena stabilizacije in modulacije aktivacije (angl. Legumain                             
Stabilization and Activity Modulation domain) 
OD600 - optična gostota pri valovni dolžini 600 nm 
p10 - mala domena, značilna za kaspaze  
p20 - velika domena, značilna za kaspaze  
PARP-1 - poli(ADP-riboza) polimeraza 1 
PBS - fosfatni pufer z NaCl  
PRR - s prolini bogata domena 
RCD - regulirana celična smrt (angl. Regulated Cell Death)  
RNA - ribonukleinska kislina  
ROS - reaktivne kisikove zvrsti 
rpm - vrtljaji na minuto (angl. revolutions per minute) 
 
 
TAE - Tris-acetat-EDTA 
TAP - Tris-acetat-fosfat 
TE - Tris-EDTA 
TLCK - N-tozil-Lys-klorometilketon 
TPCK - N-tozil-Phe-klorometilketon 
Tris - 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol 
TUNEL - označevanje končnih zarez z dUTP s terminalno deoksinukleotidil-transferazo        
(angl. Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) 
UV - ultravijolično 
VCD - vakuolarna celična smrt 
VEID - tetrapeptid Val-Glu-Ile-Asp 
VOC - hlapne organske snovi  
VPE - vakuolarni procesivni encim 
v/v - razmerje volumna snovi in volumna končne raztopine  
w/v - razmerje mase snovi in volumna končne raztopine                                                              
YFP - rumeni fluorescenčni protein                                                                                            

























Celični odziv in preživetje modelnega algnega organizma 
Chlamydomonas reinhardtii ob izpostavitvi natrijevemu 
kloridu in vodikovemu peroksidu 
 
Povzetek: 
Regulirana celična smrt (RCD) je pri živalskih celicah zelo jasno definiran in dobro opisan 
proces, ki je ključen pri razvoju in odzivu na različne okoljske stresorje. Pri tem procesu imajo 
ključno vlogo encimi kasapaze. Podobno velja tudi za rastline, kjer kaspaze niso prisotne, so pa 
prisotni njihovi strukturni homologi, metakaspaze. Metakaspaze naj bi imele pomembno vlogo 
pri poteku RCD pri rastlinah, a ta vloga do zdaj še ni točno poznana in okarakterizirana. 
Celično smrt smo pri modelnem enoceličnem organizmu Chlamydomonas reinhardtii inducirali 
z dvema različnima stresorjema, in sicer z vodikovim peroksidom (H2O2) ter soljo (NaCl), ter 
spremljali in kvantificirali različne parametre odziva, ki jih je dodani stresor v celičnih 
populacijah povzročil. Parametri, ki smo jih spremljali, so bili sprememba rasti kultur, 
preživetje celic, stanje genomske DNA ter metakaspazna aktivnost celic. Rast v kulturah in 
preživetje celic sta bila pri obeh stresorjih negativno korelirana s časom izpostavljenosti in 
koncentracijo stresorja. Pri celicah, ki so bile izpostavljene H2O2, smo opazili postopno in 
urejeno fragmentacijo DNA. Temu pojavu pravimo lestvičenje (angl. ''laddering''). Pri dodatku 
NaCl kulturam je na gelu prišlo do pojava razmaza DNA (angl. ''smear'') ali pa je le-ta ostala 
intaktna. Celice, ki so bile izpostavljene NaCl, so pokazale očitno znižanje metakaspazam 
podobne encimske aktivnosti, medtem ko so tiste celice, ki so bile izpostavljene vodikovemu 
peroksidu, pri različnih koncentracijah pokazale metakaspazno aktivnost, a ta pojav ni bil 
koncentracijsko odvisen. Na podlagi znanih podatkov iz literature smo sklepali, da je pri 
izpostavitvi celic H2O2 prišlo do RCD, pri dodatku NaCl pa do nekroze. 
RCD pri enoceličnem organizmu efektivno povzroči samomor. Takšno vedenje ima torej v 
logiki sebičnega posameznika smisel zgolj na ravni celotne populacije. Zanimalo nas je, če 
lahko RCD doprinese k preživetju populacije kot celote, zato smo po tretiranju kultur celice 
prenesli na sveže gojišče ter spremljali njihovo rast oz. pojavnost kolonij. Ker je prišlo do 
kontaminacij kultur, so tam rezultati nezanesljivi, a v splošnem s katerimkoli stresorjem 
tretirane celice niso bile sposobne znova vzpostaviti zdrave kulture. Rast na trdnem gojišču je 
dala bolj konkretne rezultate; do rasti je prišlo tudi pri tistih celicah, ki so bile dlje časa 
izpostavljene vodikovemu peroksidu, ne pa soli. 
Ključne besede: Chlamydomonas reinhardtii, regulirana celična smrt, oksidativni stres, 











Cellular response and survival of model algal organism 
Chlamydomonas reinhardtii by exposition to sodium chloride 
and hydrogen peroxide 
 
Abstract: 
In animal cells, regulated cell death (RCD) is a well defined and molecularly characterised 
process that is orchestrated by proteolytic action of various types of caspase enzymes. RCD 
plays a vital role in organism's development and in response to a vast array of different 
environmental stress conditions. Similar also applies to plants, despite the fact that these 
organisms lack caspase enzymes. Instead, plants in their genomes carry genes which encode 
metacaspases. Like caspases these proteases are cysteine proteases as well but they cleave 
different types of substrates. Metacaspases are believed to be also involved in plant RCD, 
however their precise role has not been fully characterised yet.  
We induced cell death in the unicellular algal model organism Chlamydomonas reinhardtii 
using two different stress agents, hydrogen peroxide (H2O2) and salt (NaCl). After treatment 
we monitored different parameters of cell response such as: changes in growth, cell viability, 
genomic DNA stability and metacaspase protease activity. Cell growth and viability were both 
negatively correlated with concentration and time of exposure to stress agents. H2O2-treated 
cells exhibited orderly and continuous fragmentation of DNA. This occurence is termed 
laddering. DNA of cells exposed to NaCl displayed DNA smear on gel or it remained intact. 
Cells exposed to NaCl also gradually exhibited decline of metacaspase-like enzyme activity, 
whereas those that were exposed to H2O2 displayed some metacaspase-like activity, however 
without any obvious correlation to concentration. Based on literature we deduced that NaCl-
treated cells underwent necrotic cell death, whereas H2O2-treated cells experienced RCD. 
When a unicellular organism undergoes RCD this leads to what is effectively suicide. Since 
such behaviour is not in line with the idea of selfish individual, it therefore makes sense only if 
it is beneficial to the survival of the population as a whole. After treatment of cell cultures with 
stress agents we transferred cells into fresh TAP medium and monitored their growth or 
formation of colonies. Since our cultures got contaminated, the results are inconclusive, 
however regardless of the stress agent, Chlamydomonas cells were not able to reestablish a 
healthy culture. Growth on TAP plates displayed more definite results, enabling the growth of 
cells that were treated with H2O2 but not of those that were treated with salt. 
 
Key words: Chlamydomonas reinhardtii, regulated cell death, oxidative stress, necrosis, 




























1.1 Zelene alge 
Zelene alge so velika in raznolika neformalna parafiletska skupina fotoavtotrofnih organizmov, 
ki sodijo v kraljestvo rastlin. Najpomembnejša izmed dveh skupin, ki jih uvrščamo med zelene 
alge, je skupina organizmov, ki jih klasificiramo v drevo Chlorophyta [1]. Mednje sodijo 
bičkasti enoceličarji kot tudi visoko diferencirane makroalge. Zelene alge se v pojavljajo v 
sladkovodnih okoljih, v morjih pa jih je prisotnih zgolj 10 % [2]. 
Zelene alge so evkariontski organizmi. Njihova barva je posledica vsebnosti fotosintetskih 
pigmentov klorofila a in b, ki sta v kloroplastih. Ob pomanjkanju dušika v okolici, intenzivnem 
obsevanju ali visoki slanosti se v tilakoidah ali pa v lipidnih globulih začnejo kopičiti 
karotenoidi. Temeljni dogodek, ki je omogočil nastanek fotosintetskih evkariontov, se je zgodil, 
ko je heterotrofen evkariont endocitiral in vase integriral fotosintetski organizem, podoben 
današnjim cianobakterijam. Evkariont je tako pridobil nekaj produktov fotosinteze iz 
endosimbionta, obratno pa je endosimbiontski organizem na ta način pridobil stabilno okolje 
za svojo rast, ki posredno omogoča tudi razširitev ekološke niše. Endosimbiontska 
cianobakterija je nato tekom evolucije izgubila celično steno in se izoblikovala v celični organel 
plastid, ki ga omejuje zunanja membrana, ki izvira iz prehranjevalnega vezikla gostitelja. 
Osnova notranje membrane pa je plazmalema endosimbiontske cianobakterije. Ob nadaljnjem 
razvoju plastida se je ustvaril kloroplast, ki je še danes prisoten tudi pri organizmih skupine 
Chlorophyta [2]. 
1.1.1 Chlamydomonas reinhardtii 
Chlamydomonas reinhardtii (od tu naprej klamidomonas) je haploidni enoceličar, ki ga v naravi 
najdemo na zmernih geografskih širinah, na vlažnih tleh obdelanih polj, ki so bogata s hranili. 
Poleg splošno prisotnih organelov (eno jedro, celična stena, mitohondrij in Golgijev aparat) sta 
njegova značilna sestavna dela še dva bička, ki sta drug zraven drugega, na njunem dnu pa sta 
bazalni telesci, ki sta odgovorni za rast in tvorbo bičkov. Bička imata pomen za gibanje in za 
razmnoževanje, po strukturi in proteinih pa sta zelo podobna sesalskim. Ob stresnih pogojih, 
kot je denimo nakisanje, lahko pride do preloma in izgube bičkov, kar naj bi povišalo zmožnost 
preživetja, saj naj bi na ta način prišlo do zmanjšanja površine, ki je neposredno izpostavljena 
strupenim snovem. Ob vzpostavitvi nestresnih zunanjih pogojev bička ponovno zrasteta. Druga 
značilnost klamidomonasa je tudi ovalno oblikovan kloroplast, ki zavzema večino celičnega 
volumna. Znotraj kloroplasta je pirenoid, v katerem je skoncentriran encim rubisko, ki pretvarja 
CO2 v organski sladkor. Pirenoid omogoča koncentriranje anorganske oblike ogljika proti smeri 
koncentracijskega gradienta. Na robu kloroplasta je očesna pika, ki služi kot primitivni vidni 
sistem z rodopsinoma A in B. Prvi se nasiči pri visoki intenziteti svetlobe ter povzroči fotofobni 
odziv, drugi pa se nasiči pri nižji intenziteti svetlobe, kar povzroči pomik k viru svetlobe. Ponoči 
potekata še kemotaksija in gravitaksija. Zadnja izmed posebnosti celic klamidomonasa pa je 
kontraktilna vakuola, ki zagotavlja konstantno vsebnost znotrajcelične vode v hipotoničnem 
okolju [2, 3]. 
Zaporedje in dolžina celotnega genoma klamidomonasa v jedru, plastidih in mitohondrijih je 
znana in določena. Velikost jedrne DNA je 111 Mb. Poznana so tudi že zaporedja več kot 50 
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različnih laboratorijskih sevov in naravnih izolatov. Izkazalo se je, da prihaja v zaporedjih do 
≈ 3 % raznolikosti nukleotidov. V tem oziru je klamidomonas ena izmed najbolj polimorfnih 
vrst med evkarionti [4]. 
Temeljna metabolna pot tega organizma je fotosinteza, kjer nastajajo sladkorji, ki nato služijo 
kot osnova za nastanek rezervnih molekul. Ob normalnih pogojih je škrob preferenčna oblika 
energetske zaloge, medtem ko pride pod stresom do kopičenja triacilglicerolov. Ena izmed 
posebnosti klamidomonasa je tudi ta, da kot vir energije izrablja eksogeni acetat in lahko raste 
v temi, če sta le prisotna acetat in aerobno okolje [2, 3, 5].  
Klamidomonas je modelni organizem zelenih alg. Prednost njegove uporabe pred drugimi 
algnimi vrstami sta hitra rast z enostavnim življenjskim ciklom ter preprosta izolacija in 
priprava mutant. Celice lahko gojimo v tekočem gojišču, kot tudi v obliki kolonij na trdnem 
gojišču. V ugodnih pogojih se lahko število celic podvoji vsakih 8 ur. Sodi v prvi varnostni 
razred bioloških dejavnikov tveganja in nosi oznako GRAS (angl. 'Generally recognised as 
safe'). Klamidomonas je kot modelni organizem predvsem koristen za preučevanje fotosinteze, 
medceličnih interakcij in delovanje evkariontskih bičkov. Do sedaj so z uporabo tega 
modelnega organizma denimo pri fotosintezi odkrili vrstni red prenašalcev elektronov ter tudi 
cikel ksantofilov, ki ščitijo pred učinki prekomerne izpostavljenosti visoki intenziteti svetlobe 
[3, 6, 7, 8].  
V zadnjem času so celice klamidomonasa začeli izkoriščati za proizvodnjo številnih različnih 
bioloških molekul, kar sovpada z novimi dognanji o klamidomonasu. Gre za poznavanje 
celotnega genoma in utečene postopke transfekcije jeder in kloroplastov, tarčno urejanje DNA 
pa poteka tudi že s tehniko CRISPR [3]. Nedavno so z uporabo RNA-interference pripravili 
sekvenčno specifične kasete dsRNA na osnovi cpDNA, ki so jih uporabili za vnos v kloroplast 
[7]. Drugo področje, za katerega bi bil klamidomonas zanimiv, pa je proizvodnja vodika s 
fotosintezo ob specifičnih pogojih (pomanjkanja žvepla). V bolj optimizirani obliki bi se lahko 
tako vodik kot tudi triacilgliceroli, ki nastajajo pod drugačnimi stresnimi pogoji, uporabljali kot 
biogoriva [3, 9, 10]. 
 
1.2 Regulirana celična smrt 
Z izrazom regulirana celična smrt (RCD) pojmujemo celični mehanizem, ki ga celica lahko 
uporabi, da povzroči lastno smrt. Ta mehanizem so opazili pri preprostejših enoceličnih kot tudi 
pri kompleksnejših organizmih [11].  
Pri živalskih celicah v grobem razlikujemo tri tipe celične smrti. Ti so nekroza, apoptoza in 
avtofagija. Izmed teh treh je najbolj preiskovana apoptoza, ki jo prepoznamo kot pojav, pri 
katerem pride do fragmentacije DNA, zmanjšanja celičnega volumna, zgoščevanja kromatina 
in segmentacije jedra. Plazmalema razpade šele ob koncu apoptoze, ko celica razpade v 
apoptotska telesca, ki jih na koncu v reguliranem in zaščitenem okolju razgradijo fagociti, ki 
imajo za to specializirane lizosome. Na ta način v organizmu ne pride do vnetja [12].  
Drugi osnovni tip celične smrti imenujemo nekroza, pri kateri pride do pretrganja membrane in 
razpada organelov. Znotrajcelične komponente lahko prepoznajo receptorji prirojene imunosti, 




Tretji tip celične smrti je avtofagija. Ta proces poteka ob delovanju lizosomov, celice pa ga 
uporabljajo za ponovno uporabo dolgoživih proteinov, proteinskih agregatov ter 
makromolekulskih kompleksov, poleg tega pa se na ta način zagotavlja energetska homeostaza 
in zaščita celice [15]. 
1.2.1 Morfološka klasifikacija rastlinske celične smrti      
Regulirana celična smrt poteka tudi pri rastlinah, saj služi tako pri rastlinskem razvoju (denimo 
diferenciacija elementov trahej) kot tudi pri obrambnem mehanizmu na biotski ali abiotski stres 
(angl. ''Hypersensitive Response, HR''). Klasifikacija različnih tipov rastlinske celične smrti 
poteka na podlagi morfoloških kriterijev, podobnih živalskim. Glede na to, da rastline nimajo 
kaspaz, je uporaba izraza apoptoza pri klasifikaciji rastlinske RCD neprimerna [11, 12]. 
Pri rastlinah razločimo dva glavna tipa celične smrti: vakuolarno celično smrt (VCD) ter 
nekrozo. Poleg teh dveh poznamo še različne t. i. mešane tipe RCD, recimo prej omenjeni HR, 
do katerega pride ob okužbi rastline s patogeni: na mestu okužbe in v njeni neposredni bližini 
rastlinske celice inducirajo RCD ter tako preprečijo širjenje bolezni na zdrave celice ostalih 
delov rastlin. Pri rastlinah predvsem zaradi rigidne celične stene do nastanka apoptotskih telesc 
ne more priti. Prav tako rastline nimajo fagocitov, ki bi ta telesca lahko razgradila [12,16].  
Vakuolarna celična smrt rastlinskih celic se pojavlja predvsem v različnih fazah fiziološkega 
razvoja rastlin (morfogeneza embrijev, tkiv in organov, pa tudi pri staranju). Pri tem procesu 
imajo ključno vlogo litične vakuole. Litična vakuola je celični organel, ki ga celice uporabljajo 
za recikliranje lastnih komponent tako tekom normalnega razvoja kot tudi ob izpostavitvi 
stresorju. Litične vakuole imajo ključno vlogo zgolj pri VCD. Značilni hidrolitični encim je 
vakuolarni procesivni encim, VPE [12]. 
Značilno za VCD je zmanjšanje volumna citoplazme na račun povišanja volumna litične 
vakuole. Prihaja namreč tako do zlitja veziklov z vakuolo kot tudi invaginacij citoplazme s 
tonoplastom, temu pa sledi razgradnja delov citoplazme v vakuoli. Zadnja stopnja VCD je 
pretrganje tonoplasta, ki privede do nakisanja celice in sprostitve vakuolarnih hidrolaz, ki hitro 
uničijo vsaj protoplast, če ne tudi celične stene. Preostali morfološki znaki, ki spremljajo VCD, 
so še razkroj jedrne ovojnice, organeli pa vse do razpada tonoplasta ostanejo nedotaknjeni [12, 
17].  
Zadnji tip celične smrti rastlinskih celic je nekroza, ki je poznana tudi pri živalih. Glavne 
morfološke značilnosti so začetni porast celične prostornine in nabreklost organelov, 
plazmalema pa poči že zgodaj in nekontrolirano, kar privede do izgube znotrajceličnih 
komponent. Rastlinska nekroza je v splošnem zelo podobna živalski, saj pride do prekinitve 
mitohondrijske dihalne verige, kar vodi do nastanka in kopičenja znotrajceličnih reaktivnih 
kisikovih zvrsti (ROS) ter povečanja mitohondrijske membrane. Citološki markerji, s katerimi 
razlikujemo nekrozo in VCD so nabrekanje mitohondrija, rast litične vakuole razpad celične 





1.3 Ključni encimi, ki so vpleteni v RCD 
1.3.1 Kaspaze  
Kaspaze so evolucijsko visoko ohranjeni encimi, ki so v živalskih celicah odgovorni za potek 
apoptotoze. Kaspaze so cisteinske proteaze, ki specifično cepijo za aspartatom na mestu P1. 
Preference na mestih P2 do P4 variirajo med različnimi kaspazami. Ta prepoznavna zaporedja 
so tako denimo YVAD (za kaspaze 1), DEVD (za kaspaze 3), VEID (za kaspaze 6) in IETD 
(za kaspaze 8). Te aktivnosti preverjamo z različnimi fluorogenimi sintetičnimi substrati, v 
zadnjem času pa se uporablja substrate, ki temeljijo na metodi FRET, s katero lahko in vivo 
spremljamo lokalizacijo in časovno odvisnost delovanja proteazne aktivnosti. Primer takšnega 
substrata je CFP-DEVD-YFP [18, 19]. 
Glede na njihovo strukturo kaspaze po klasifikaciji MEROPS uvrščamo v družino C14 klana 
CD. Člani tega klana so cisteinske proteaze in imajo značilno kaspazno/hemoglobinazno zvitje, 
znotraj katerega najdemo aktivno mesto. Takšno zvitje sestavlja osrednja ploskva iz šest β-
trakov (5 paralelnih in 1 antiparalelni trak), ki jo obdaja pet α-vijačnic (dve na eni in tri na drugi 
strani ploskve). Kaspaze se sintetizirajo kot neaktivni cimogeni, ki vsebujejo N-končno 
prodomeno, veliko domeno p20 in malo domeno p10. Številka v imenu domene podaja njeno 
približno velikost v kDa. Aktivacija cimogena poteče z dvema proteolitičnima cepitvama; prva 
odcepi prodomeno, druga pa loči malo od velike domene. Katalitično diado sestavljata 
cisteinski in histidinski aminokislinski ostanek, ki se nahajata v domeni p20 [20, 21, 22]. 
Klasifikacija na podlagi dolžin prodomen, ki je tudi v skladu z umeščenostjo v apoptotski 
signalni poti, loči med sprožilnimi (kaspaze 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11 in 12) in izvršilnimi 
kaspazami (kaspaze 3, 6 in 7). Prve imajo 100-200 aminokislinskih ostankov dolgo prodomeno 
(slika 1), ki vsebuje ali dve zaporedni domeni smrti (DD) ali pa domeno, ki pritegne kaspazo 
(CARD). Ti domeni interagirata z adapterskimi proteini, ki so višje v signalni poti. Sprožilne 
kaspaze kot neaktivne obstajajo v monomerni obliki, ob aktivaciji pa poteče dimerizacija, ki jo 
sproži bližina drugega monomera. Proteolizna cepitev, ki sledi dimerizaciji, ni ključni dogodek 
aktivacije, pač pa zgolj omogoči dodatno stabilizacijo že aktiviranega dimera [22, 23]. 
Sprožilne kaspaze aktivirajo izvršilne kaspaze (slika 1) s kratkimi N-končnimi prodomenami. 
Te kaspaze potem izvajajo proteolitske cepitve nižje v signalni poti. Izvršilne kaspaze obstajajo 
zgolj v obliki homodimerov. Cepitev povezovalnega dela med domenama p10 in p20 omogoči 
preurejanje verig, ki sicer preprečujejo tvorbo aktivnega mesta, s čimer pride do ugodne 
prerazporeditve in poravnave domen za tvorbo visoko ohranjenega vezavnega žepa s 
pozitivnimi aminokislinskimi ostanki, kar tudi določa substratno specifičnost [22]. 
V zadnjem času so odkrili različne skupine proteaz, ki imajo kaspazam podobno encimsko 
aktivnost in naj bi bile povezane z RCD; te skupine so VPE, β1-podenota proteasoma 26 S, 
saspaze in fitaze. Pri različnih rastlinah so zaznali že vsaj osem različnih kaspaznih aktivnosti 
[18, 19]. 
1.3.2 VPE 
Vakuolarni procesivni encim (VPE) je cisteinska proteaza s histidinom in cisteinom v katalitični 
diadi. Pri rastlini Arabidopsis thaliana denimo poznamo štiri različne tkivnospecifične VPE. 
Glede na strukturo jih uvrščamo v družino C13 klana CD. Za ta klan je značilno kaspazam 
podobno zvitje, od njih pa jih loči značilen insert, ki je dolg 30 aminokislin, med trakom β2 in 
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vijačnico α2, ki nadzoruje aktivacijo, aktivna oblika encima pa je v obliki monomera. V 
rastlinah geni za VPE kodirajo prepro obliko. Prooblika se nato iz zrnatega endoplazemskega 
retikuluma pomakne v kislo okolje, torej v celično steno oziroma v vakuolo. Zaradi 
avtokatalitične odstranitve N-končnega propeptida in C-končne prodomene (slika 1) postane 
VPE ob znižanju pH aktiven [18, 24, 25, 26]. 
VPE naj bi bil ortolog živalske asparginil endopeptidaze (AEP), saj ima encimsko aktivnost 
podobno kaspazam 1. Primerjava struktur VPE in kaspaz 1 in silico je pokazala, da kljub majhni 
podobnosti v aminokislinskem zaporedju ključni aminokislinski ostanki tvorijo podobne žepe, 
v katere se prilega substrat YVAD [18]. VPE naj bi imel pri rastlinah pomembno vlogo pri 
RCD [19]. Kaspaze 1 so citosolni encimi, medtem ko je VPE lokaliziran v vakuoli, kar kaže na 
drugačen mehanizem celične smrti [24].  
1.3.3 Metakaspaze 
Metakaspaze so cisteinske proteaze, ki so homologne živalskim kaspazam ter imajo vsaj 
deloma ohranjene kaspazne domene. Tako kot kaspaze sodijo v klasifikaciji MEROPS v klan 
CD družine C14. Vsebujejo tudi domeno p20 s katalitično diado cisteina in histidina, zaradi 
negativno nabitega vezavnega žepa za substrat pa cepijo za bazičnimi aminokislinskimi ostanki 
(arginin oz. lizin) na mestu P1. V značilni kaspazni/hemoglobinazni domeni je prisotna osrednja 
ploskev iz štirih β-trakov, ki jo obdajajo tri α-vijačnice. Metakaspaze predstavljajo največjo 
poddružino družine C14 in jih nadalje glede na razporeditev domen p10 in p20 delimo v tri 
metakaspazne tipe. Tip I vsebuje dodatno s prolini bogato ponovitev in motiv cinkovega prsta 
na N-končni prodomeni. Tip II teh dodatnih motivov nima, ima pa podaljšano povezovalno 
regijo med domenama p20 in p10. Tip III ima atipično razporeditev domen, saj je domena p10 
na N-končnem delu namesto na C-končnem (slika 1). Metakaspazni tip I je splošno prisoten, 
medtem ko so metakaspaze tipa II prisotne zgolj pri zelenih rastlinah in algah. Tip III najdemo 
pri algah, ki so nastale šele ob sekundarni endosimbiozi [27]. 
Za razliko od kaspaz metakaspaze ne dimerizirajo, pač pa je njihova aktivnost v splošnem 
pogojena z vezavo kalcija, ki je potreben za potek katalitske reakcije pri vseh treh tipih. Pri 
metakaspazah tipa II kalcij omogoči specifično cepitev znotraj regije, ki povezuje domeni p20 
in p10, medtem ko pri metakaspaznih tipih I in III lahko pride do odcepitve N-končne 
prodomene. Pri vseh treh tipih je v domeni p20 prisotno mesto, kamor se kalcij veže z visoko 
afiniteto. To ima najverjetneje ves čas vezan Ca2+. Vse metakaspaze pa vsebujejo še eno 
dodatno mesto za vezavo kalcija, ki ga tvorita dve zanki, ena v domeni p20 in druga v domeni 
p10. Metakaspaze tipa I in III so v aktivirani obliki stabilne, medtem ko se metakaspaze tipa II 







Slika 1. Predstavitev strukturne organizacije pri ključnih encimih, ki naj bi sodelovali pri RCD. Pri 
predstavnikih družine C14 je katalitična kaspazna domena p20 označena s temno zeleno, manjša regulatorna 
domena p10 pa s sinje modro barvo. S svetlo zeleno je označena domena CARD, z oranžno efektorska 
domena smrti (DD) in s svetlo modro s prolini bogata domena (PRR). Katalitični del (C13) encima VPE je 
predstavljen s temno modro barvo, z vijolično je predstavljen N-končni propeptid (PP), z rumeno pa je 




1.4 Odziv na raznolike dejavnike okolja pri klamidomonasu 
Alge in njihovo umiranje je ekološko kot tudi gospodarsko pomemben pojav. Hitra in regulirana 
celična smrt je recimo zaželena ob cvetenju alg, hkrati pa je nezaželena v industrijskih kulturah. 
Alge so v naravi izpostavljene številnim spremembam okolja. Če so te spremembe dovolj 
velike, da vplivajo na rast celic, jih imenujemo stres, ki je lahko biotski ali abiotski. Danes je 
pri klamidomonasu poznanih več stresorjev, ki vodijo v RCD. Pri rastlinah so ob dodatku 
različnih stresorjev  zaznali različne kaspazne in metakaspazne aktivnosti. Ker je klamidomonas 
enocelični algni organizem s stalnim izražanjem metakaspaz CrMC1 (tip I) in CrMC2 (tip II), 
ima pa tudi VPE, predstavlja dobro izbiro za preučevanje vloge metakaspaz v RCD tudi širše, 
saj je zaradi enoceličnosti laže slediti encimskim aktivnostim v mehanizmu celične smrti. Vse 
več je tudi dokazov, da metakaspaze niso pomembne zgolj za celično smrt, pač pa tudi za 
celično preživetje. Dvojna vloga encima kaže na potrebo po prefinjenemu mehanizmu njegove 
regulacije [19, 27, 29]. 
Skozi evolucijo je prilagoditev na neugodne razmere omogočala preživetje vrste. Ideja, da 
populacije enoceličarjev sestavljajo zgolj tekmovalni in sebični posamezniki, morda ni nujno 
točna. Regulirana celična smrt poteka pri številnih enoceličarjih, tudi pri enoceličnih algah, in 
bi lahko predstavljala altruistični mehanizem, s katerim bi lahko umirajoče celice pomagale 
najbolj prilagojenim preživeti in tako povišale verjetnost za preživetje populacije kot celote 
[27]. Višje rastline lahko pod vplivom raznolikih abiotskih in biotskih stresorjev v okolico 
izločajo hlapne organske snovi (VOC). Te prenašajo informacije o spremembah okolja 
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sosednjim celicam, izločajo pa jih tudi alge. Pri normalnih celicah klamidomonasa so VOC, ki 
so se sprostile iz celic, izpostavljenih višji koncentraciji ocetne kisline, povzročile znižanje 
gostote celic in povišane aktivnosti antioksidantnih encimov, kar kaže na sporočevalno vlogo 
VOC za pripravo na stres [30]. Tudi plenilci lahko v kulturi s svojim plenom sprožijo nekakšen 
vrstnospecifičen odziv, ki naj ne bi bil pogojen z direktnim fizičnim kontaktom, pač pa ga sproži 
plenilčeva signalna molekula, ki jo zazna klamidomonas [31].  
 
1.4.1 Biotski stres in interakcije klamidomonasa z drugimi organizmi 
Porast plenilskega zooplanktona predstavlja glavni selekcijski pritisk in s tem biotski stres nad 
fitoplanktonom, kot je klamidomonas. Plenilci, kot sta kotačnik Brachionus calyciflorus [32] 
in protist Peranema trichophorum [31], sprožita tvorbo celičnih skupkov klamidomonasa, 
imenovanih palmeloidne kolonije. Pojavljanje skupkov je pri mnogih enoceličarjih še danes 
sestavni del življenjskega kroga, ki pa se pri klamidomonasu ne pojavlja več. Sta pa pojav in 
dinamika večceličnosti vseeno pomembna, saj je povezovanje celic v prisotnosti plenilcev 
splošna nespecifična obrambna strategija pred zooplanktonskim objedanjem. Počasnejše in 
manjše celice takšne skupke lažje ustvarjajo, v njih pa se brez razlikovanja združujejo tudi 
genetsko nesorodne celice, ki se predhodno niso držale skupaj. V skupkih, ki nastanejo ob 
izpostavitvi plenilcem oz. filtratom njihovih kultur, nadalje tečejo celične delitve kot tudi 
celična smrt. Celice znotraj posameznega skupka so zaščitene pred plenilci, vendar pa zaradi 
neznanega razloga velik delež celic vseeno odmre [3, 31, 32, 33]. 
Klamidomonas napadajo tudi heterotrofne bakterije, ki si z njo delijo habitat. Bakterije 
Pseudomonas protegens obdajo in imobilizirajo celice klamidomonasa ter z izločanjem 
cikličnega lipopeptida orfamida A povzročijo inhibicijo rasti ter smrt celice [34]. 
Klamidomonas sicer uvrščamo med mezofilne organizme, za katere je optimalna temperatura 
rasti med 20 in 32 °C. Ob povišani temperaturi, ki bi sicer povzročila celično smrt, sočasna 
mutualistična rast alg in bakterij, ki proizvajajo eksogeni vitamin B12, poviša preživitvene 
sposobnosti populacije [3, 35, 36]. 
Kot modelni organizem so klamidomonas uporabili za in vitro preučevanje stresnih interakcij 
med rastlinami in toksini živalskega izvora. Kot stresor so uporabili osji toksin mastoparan, ki 
je 14 aminokislin dolg peptidni toksin in deluje kot modulator G-proteinov. Pri dodajanju 
mastoparana v mikromolarnih koncentracijah v kulture klamidomonasa pride do pojava 
atipičnega tipa celične smrti, ki spominja na HR (slika 2). Prisotne so značilnosti tako nekroze 
(zmanjšanje protoplasta) kot tudi VCD (vakuolizacija in lestvičenje DNA). Izkazana pa je tudi 
YVADazna aktivnost, na katero pa njen specifični sintetični inhibitor vpliva z zamikom. To bi 
lahko bila posledica tega, da encimi s kaspazno aktivnostjo delujejo šele nižje v signalni poti 
rastlinske RCD. Sveže celice, ki so rasle v starem gojišču, v katerem so predhodno rasle celice, 
obdelane z mastoparanom, so izkazale višjo mero preživetja kot tiste, ki so rasle v svežem 
gojišču in bile izpostavljene enaki koncentraciji mastoparana, kar kaže na to, da je prišlo do 
izločanja sporočevalnih molekul v gojišče, ki so druge celice v populaciji pripravile na soočenje 
s stresom [37]. 
1.4.2 Abiotski stres pri klamidomonasu 
1.4.2.1 Izpostavljenost vodikovemu peroksidu 
Oksidativni stres sproži akumulacija reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) oziroma sprememba 
redoks okolja znotraj celice. ROS so denimo O2⁻, H2O2 in •OH in nastanejo kot stranski 
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produkti metabolizma v kloroplastih, mitohondrijih in peroksisomih. Pri fotoavtotrofih glavni 
vir predstavlja fotosintezna elektronska veriga. Splošno oksidativno zaščito pred ROS z 
detoksikacijo ponuja nabor različnih antioksidantnih encimov, ki razgrajujejo ROS. Ti so 
superoksid dismutaza, katalaza in askorbat peroksidaza ter peptidi in proteini, kot sta glutation 
in tioredoksin. ROS lahko ob nenadzorovanem povišanju koncntracije resno poškodujejo 
membrane, DNA in proteine, imajo pa tudi neposredni vpliv na morfologijo mitohondrijev, saj 
z odprtjem mitohondrijskih por depolarizirajo membrano, kar povzroča nabrekanje 
mitohondrija [29]. 
Različne koncentracije H2O2 pri nekaterih organizmih inducirajo različne poti celične smrti. Od 
prej je znano, da ROS sodelujejo pri RCD; njihova znotrajcelična koncentracija (denimo H2O2) 
pri odgovoru na oksidativni stres hitro in intenzivno naraste. ROS naj bi kot sekundarni 
sporočevalci močno ojačali prepisovanje antioksidantnih encimov. Izpostavitev celic 
klamidomonasa H2O2 vodi do VCD (slika 2). Za proces sta značilna fragmentacija in lestvičenje 
DNA, ki pa ga prepreči predtretiranje celic s Zn2+. Cink prepreči delovanje endonukleaz, ki so 
odvisne od kalcija in fragmentirajo DNA. H2O2 v celicah klamidomonasa sproži tudi aktivacijo 
encimov s kaspazi-3 podobno encimsko aktivnostjo, cepitev encima podobnega PARP-1 in 
obarvanje jeder v testu TUNEL (prosti 3'-OH konci DNA) [29]. 
1.4.2.2 Izpostavljenost NaCl 
Solni stres je eden izmed poglavitnih abiotskih stresorjev, ki so jim v naravi lahko izpostavljene 
rastline. Visoke koncentracije soli predstavljajo za rastlino dva različna stresna dejavnika, in 
sicer povišano ionsko moč in povišan osmotski tlak. NaCl vpliva na rastline raznovrstno 
(znižana raven fotosinteze, porušenje celičnega ionskega ravnovesja…) in privede do inhibicije 
rasti, lahko pa tudi do smrti [29].  
Kot odgovora na osmotski stres se pri rastlinah največkrat pojavljata sinteza osmolitov za 
izravnavo osmotskih tlakov z zunanjostjo in pa regulacija koncentracije znotrajceličnega Na⁺ s 
kanali ali črpalkami. Ob visokih koncentracijah pride do sproščanja in proizvodnje sekundarnih 
sporočevalcev kot sta Ca²⁺ in ROS, ki sprožijo transkripcijo genov, potrebnih za odziv na stres, 
kar olajša prilagoditev na neugodne razmere v okolju. Pri nekaterih rastlinah in algah so 
pokazali, da visoka slanost pripelje do RCD, kar bi lahko razumeli kot obliko prilagoditve na 
spremembo pogojev rasti. Pri dodatku soli celicam klamidomonasa pride do morfoloških 
znakov, ki kažejo znake nekrotične oblike celične smrti (slika 2), saj niso zaznali kaspazne 
aktivnosti ali pa lestvičenja DNA. Na potek nekroze pri dodatku soli celicam ima vpliv 
predvsem stres na račun ionske jakosti, ne pa toliko osmotski stres, saj pri kontroli s sorbitolom 
z enako osmolarnostjo ne pride do nekrotične celične smrti [29]. Pri dodatku 100-150 mM NaCl 
v kulture celic klamidomonasa, kar je podobno slanosti slanih prsti, pride do tvorbe 




Slika 2. Shematska predstavitev vpliva različnih stresorjev na celice klamidomonasa in njihov odziv. 
V žagastih oblačkih so navedeni različni stresorji. Povsod pride do porasta ROS, vendar pa so morfološki 
znaki, ki jih stresorji povzročijo, različni. Z modro puščico so spodaj označeni predlagani mehanizmi celične 
smrti, ki temeljijo na navedenih morfoloških znakih. Navedeni so le najpogosteje opaženi morfološki znaki. 
 
 
1.4.2.3 Izpostavljenost UV-sevanju 
Izpostavljenost UV-sevanju lahko pri vseh organizmih povzroči spremembe njihove DNA; 
pojavljajo se ciklobutanski dimeri pirimidina in pa fotoprodukti (6-4). Organizmi imajo zato 
razvite raznolike mehanizme popravljanja DNA, če pa do odprave napak ne pride, to lahko 
povzroči mutacijo ali celo celično smrt. Pri klamidomonasu izpostavitev UV privede do 
nastanka VCD (slika 2), torej do krčenja celic, večanja vakuole, lestvičenja DNA, izpostavitve 
fosfatidilserina na zunanjo stran celičnih membran in obarvanja jeder v testu TUNEL. Kot odziv 
na stres z UV se pri klamidomonasu sintetizira antiapoptotski faktor DAD1. Pri višjih 
intenzitetah UV pa pride do nekrotične celične smrti, za katero je značilno nabrekanje celic in 
zgodnja razgradnja plazmaleme. Z uporabo starega gojišča TAP, v katerem so bile predhodno 
celice izpostavljene UV, za rast svežih celic, so pri njih zaznali zaščitni efekt proti UV [38, 39].  
1.4.2.4 Izpostavljenost ocetni kislini 
Ocetna kislina je v naravi vsesplošno prisotna. Iz atmosfere preko dežja vstopa v vodne 
ekosisteme, najdemo pa jo tudi v anoksičnih okoljih. Ker lahko klamidomonas intenzivno raste 
tudi heterotrofno v temi, v gojišče dodamo ocetno kislino kot vir ogljika. Splošno gojišče TAP 
vsebuje 17,4 mM ocetno kislino in ima pH 7,0. Gojišče TAP s pH 5,0, ki je umerjeno z ocetno 
kislino, celicam klamidomonasa povzroči stres in sproži VCD (slika 2), kar spremljajo razpad 
fotosintetskih barvil, upočasnitev metabolizma, hipen porast znotrajcelične koncentracije H2O2 
in fragmentacija DNA z obarvanimi jedri pri testu TUNEL. Tukaj dodatek Zn²⁺ časovno 
zamakne fragmentacijo, kar kaže na vpletenost Ca²⁺ odvisnih endonukleaz, pa tudi takšnih, ki 
so od Ca2+ neodvisne. Ti znaki kažejo, da je potekla VCD, ne pa nekroza. Nakisanje gojišča z 
anorganskimi kislinami do pH 4,0 pri celicah klamidomonasa ne povzroči RCD, saj te kisline 
niso lipofilne, kar naj bi bil razlog za VCD, ki jo povzroči ocetna kislina [30]. 
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1.4.2.5 Izpostavljenost proteaznim inhibitorjem 
Inhibitor TLCK, ki zavira tripsinsko aktivnost, in inhibitor TPCK, ki zavira kimotripsinsko 
aktivnost, sta proteasomska inhibitorja, ki sta v celicah klamidomonasa povzročila nekrotično 
celično smrt (slika 2). V kulturah pride do bledenja, kar kaže na prisotnost ROS kot sekundarnih 
sporočevalcev, njihova koncentracija pa je ob dodatku teh inhibitorjev povišana ob dodatnem 
















2. Namen dela in hipoteze 
 
Tekom diplomskega dela smo želeli preveriti, kako na kulture modelne enocelične alge 
Chlamydomonas reinhardtii vpliva dodatek dveh različnih abiotskih stresorjev: oksidativnega 
stresorja H2O2 in ionskega stresorja NaCl. Ob dodatku prvega naj bi celice izvedle regulirano 
celično smrt, drugi pa naj bi povzročil nekrozo. Sol in peroksid bomo dodajali v različnih 
koncentracijah ter opazovali potek celične smrti ob različnih časih. Opazovali bomo celično 
rast ter preživetje in spremljali metakaspazno aktivnost celičnih lizatov. Glede na to, da je eden 
izmed morfoloških kriterijev za določanje različnih tipov regulirane celične smrti lestvičenje 
DNA, želelimo z izvedbo AGE preveriti stanje genomske DNA. Nazadnje bomo opazovali 
preživetje in rast celic, ki smo jih pred tem izpostavili stresorju, v svežem gojišču, kar smo 
spremljali z rastnimi krivuljami novo ustvarjenih kultur oz. kvalitativno oceno rasti kolonij na 
trdnem gojišču. 
Hipoteze, ki smo si jih zastavili, so bile: 
1. Rast celičnih kultur in preživetje celic ob izpostavitvi NaCl ali H2O2 upada z višanjem 
koncentracij stresorja in daljšanjem izpostavljenosti stresorju. 
2. Metakaspazna aktivnost celic naraste pri celicah, ki so bile izpostavljene različnim 
koncentracijam vodikovega peroksida, ne pa pri tistih, ki so bile izpostavljene NaCl. 
3. Pri celicah, ki so bile izpostavljene H2O2, pride do pojava lestvičenja genomske DNA. 
Pri tistih, ki so bile izpostavljene NaCl, do tega pojava ne pride.  
4. Celicam, ki so bile manj časa izpostavljene nižjim koncentracijam stresorjev, ob 

























Pri laboratorijskem delu smo uporabljali naslednje kemikalije: 
agar (Fluka), agaroza (Sigma), bromfenol modro (Sigma-Aldrich), CaCl2 ˟ 2 H2O (Sigma), 
CHAPS (Sigma-Aldrich), CoCl2 ˟ 6 H2O (Sigma), coomasie brilliant blue G-250 (Molekula), 
CuSO4 ˟ 5 H2O (Merck), DTT (Thermo Scientific), EDTA(Sigma), eritrozin (Sigma), etidijev 
bromid (Sigma), etilni alkohol 96 % (ECP), etilni alkohol 99,9 % (ECP), fenol (Sigma), FeSO4 
˟ 7 H2O (Sigma-Aldrich), FR-AMC (Peptide Institute) glicerol (Fisher Scientific), H3BO3 
(Sigma), H3PO4 (Sigma), HCl (Sigma), HEPES (EMD Chemicals), izoamil alkohol (Merck), 
KCl (VWR Chemicals), K2HPO4 (Sigma-Aldrich), KH2PO4 (Fisher Scientific), kloroform 
(Honeywell), ksilencianol (Merck), ledocetna kislina (Gram-Mol), metanol (Honeywell), 
MgSO4 (Fluka), MnCl2 ˟ 4 H2O (Sigma), Na2HPO4 (Fisher Scientific), NaCl (Gram-Mol), 
(NH4)6Mo7O24 ˟ 4 H2O (Merck), NH4Cl (PanReac), Tris (Sigma), vodikov peroksid (Belinka 
Perkemija) in ZnSO4 ˟ 7 H2O (Sigma-Aldrich).   
3.1.2 Pufri 
Pri delu smo uporabljali pufra za izvedbo agarozne gelske elektroforeze:  
• 6× nanašalni pufer za AGE (10 mM Tris/HCl, 60 % (v/v) glicerol, 60 mM EDTA,      
0,03 % (w/v) bromfenolmodro, 0,03 % (w/v) ksilencianol, pH 7,6) 
• pufer TAE (40 mM Tris, 20 mM ocetna kislina, 1 mM EDTA, pH 8,0) 
 
Uporabljali smo tudi lizirni pufer za razbijanje celic klamidomonasa, različica tega pufra z 
dodano EDTA pa je tudi služila kot osnova za reakcijski pufer pri izvedbi encimskih testov za 
določanje encimske aktivnosti celičnih lizatov na sintetični substrat. 
• lizirni pufer za izolacijo genomske DNA (50 mM HEPES, 20 % (v/v) glicerol, 0,3 % 
(w/v) CHAPS, pH 7,4) 
• lizirni pufer za encimske teste (50 mM HEPES, 20 % glicerol, 0,3 % CHAPS, 100 mM 
EDTA, pH 7,4) 
• lizirni reakcijski pufer (50 mM HEPES, 20 % glicerol, 0,3 % CHAPS, 100 mM EDTA, 
100 mM CaCl2, pH 7,4) 
 
Pri postopku izolacije DNA smo pri spiranju celic uporabljali pufer PBS. 
• pufer PBS (25 mM Na2HPO4, 100 mM NaCl, pH 7,4) 
 
Za raztapljanje genomske DNA smo uporabljali pufer TE, ki naj bi preprečil delovanje 
endonukleaz, hkrati pa zagotovil optimalen pH za shranjevanje DNA. 
• pufer TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) 
 
Pri raztapljanju fenola smo uporabljali klasični pufer Tris/HCl 
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• pufer Tris/HCl (50 mM Tris, pH 8,0) 
3.1.3 Zmesi organskih topil 
Pri postopku izolacije DNA iz celičnih lizatov klamidomonasa smo za potrebe odstranjevanja 
neželenih proteinov uporabljali tudi dve različni zmesi organskih topil. 
• 24:1 (v/v) kloroform/izoamil alkohol  
• 25:24:1 (v/v/v) fenol/kloroform/izoamil alkohol 
Za izvedbo obarjanja genomske DNA smo uporabili etanol, in sicer: 
• 99,9 % etanol 
• 70 % etanol za čiščenje DNA po obarjanju 
3.1.4 Reagentska barvila 
Za kvantifikacijo celokupne količine proteinov v celičnih lizatih sem uporabljal 1x Bradfordov 
reagent. Pripravimo ga tako, da 50 mg CBB G250 raztopimo v 50 ml metanola, dodamo           
100 ml 85 % H3PO4 in 500 ml dH2O. Po mešanju filtriramo in tako odstranimo precipitat, zatem 
vnovič dodamo 350 ml dH2O. Tako dobimo ≈ 1 L reagenta, ki ga shranjujemo pri 4 °C. 
Za kvantifikacijo preživelosti celic po izpostavitvi celičnih kultur različnim stresorjem smo 
uporabili test CAVA. Reagent CAVA je 0,1 mg/ml raztopina eritrozina v dH2O. 
3.1.5 Encim 
Za odstranitev RNA od genomske DNA, ki sta sprva skupaj v vodni fazi po lizi in stresanju z 
organskimi topili, smo uporabili RNazo (Roche Diagnostics), ki je bila izolirana iz goveje 
trebušne slinavke ter je bila prečiščena tako, da je sedaj brez DNaz, ki bi sicer razgradile 
genomsko DNA. 
3.1.6 Standard velikosti 
Za določanje velikosti fragmentov genomske DNA po izvedbi AGE smo vzeli standard 
velikosti GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific), ki vsebuje fragmente linearizirane 




Slika 3. Standard velikosti GeneRuler 1 kb DNA Ladder [41]. 
 
 
3.2 Raziskovalna oprema 
Tekom eksperimentalnega dela smo uporabljali naslednje naprave: 
• magnetno mešalo FB15045 (Fisher Scientific) 
• mikrocentrifuga PicoFuge (Stratagene) 
• namizna centrifuga 5415 R (Eppendorf) 
• namizna centrifuga 5424 (Eppendorf) 
• namizna centrifuga 5702 R (Eppendorf) 
• namizna centrifuga 5804 R (Eppendorf) 
• namizna centrifuga 5810 (Eppendorf) 
• naprava za slikanje gelov MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging Systems) 
• pH-meter (Mettler Toledo) 
• spektrofluorimeter LS-50B Luminescence Spectrometer (PerkinElmer) 
• spektrofotometer NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) 
• spektrofotometer UV-1600PC (VWR)  
• stresalnik 222DS (Labnet) 
• stresalnik Orbit LS (Labnet) 
• tehtnica PL83-S (Mettler Toledo) 
• tehtnica WLC2/A2 (RADWAG) 
• tehtnica XA 60/220/X (RADWAG) 
• vibracijski stresalnik Vibromix 10 (Tehtnica) 




3.3 Algni sev 
Pri delu v laboratoriju smo uporabljali divji tip Chlamydomonas reinhardtii c137 (mt+).  
 
3.4 Gojišča 
Za gojenje klamidomonasa smo uporabljali tekoče gojišče TAP, ki smo ga pripravili po receptu, 
navedenem v tabeli 1, z založnimi raztopinami iz tabele 2 in ga po pripravi razdelili v 500 ml 
alikvote in jih dali avtoklavirat. Za ohranjanje sevov s precepljanjem in ustvarjanje tekočih 
kultur klamidomonasa pa smo uporabljali trdno gojišče; njegova sestava je podana v tabeli 1. 
Za pripravo trdnega gojišča na ploščah smo pred avtoklaviranjem tekočemu gojišču TAP dodali 
15 g agarja, po avtoklaviranju pa še vročega v sterilni komori vlili v petrijevke ter počakali, da 
se je strdil. 
   
Tabela 1. Sestava gojišč TAP. 
 
Gojišče Sestava za 1 l 
Tekoče gojišče TAP 1,0 ml ledocetne kisline, 1,0 ml Hutnerjevih elementov v sledovih, 
1,0 ml fosfatni pufer II, 10 ml raztopine A, 20 ml 1 M Tris, dH2O do 
1 l, pH 7,0 
Trdno gojišče TAP 1,0 ml ledocetne kisline, 1,0 ml Hutnerjevih elementov v sledovih, 
1,0 ml fosfatni pufer II, 10 ml raztopine A, 20 ml 1 M Tris, dH2O do 
1 l, pH 7,0 in 15 g agarja 
 
V tabeli 2 so prikazane komponente posameznih založnih raztopin, ki smo jih uporabljali pri 
pripravi gojišča TAP. Raztopine smo nato dopolnili z dH2O do volumnov, zapisanih ob imenih 
raztopin. 
 
Tabela 2. Sestava založnih raztopin za pripravo gojišča TAP. 
 









sledovih, 1 l 
EDTA 
CoCl2 ˟ 6 H2O 
H3BO3 
MnCl2 ˟ 4 H2O 
(NH4)6Mo7O24 ˟ 4 
H2O 
ZnSO4 ˟ 7 H2O 
CuSO4 ˟ 5 H2O 


































































4.1 Gojenje alge klamidomonas 
Celice klamidomonasa smo sprva gojili pod belo lučjo pri sobni temperaturi ter ohranjali s 
precepljanjem na trdnem agaroznem gojišču v petrijevki, ki je imela z obrobo parafinskega 
traka preprečen stik z okolico, da ni prišlo do izsušitve kultur. Ob pripravi na izvedbo poskusa 
smo sprva z ohlajeno ezo, ki je bila pred tem z gorilnikom razžarjena, sterilno v sterilni komori 
nacepili kolonije klamidomonasa iz plošč v manjšo erlenmajerico s 40-100 ml avtoklaviranega 
tekočega gojišča TAP, jo pokrili, ter dali zmerno stresat na enega izmed stresalnikov pri sobnih 
pogojih. Ko je prišlo do ustrezne optične gostote pripravljene celične kulture (A740 približno 
0,6), smo pripravljeno kulturo prerazporedili v več alikvotov ter redčili z 0,5 l avtoklaviranega 
gojišča TAP. Volumen odvzete izhodne kulture smo določili glede na podatke iz rastnih krivulj, 
s katerimi smo razbrali željeno izhodno A740, da bo novo pripravljena kultura v času (po navadi 
2-3 dnevi), ko izvajamo poskus v pravi fazi rasti. Želeli smo si namreč, da bi bila kultura v 
pozni log oziroma v stacionarni fazi (groba ocena je A740 > 0,5). Tako pripravljene nove kulture 
smo nato dali stresat pod enakimi pogoji, kot smo to storili že pri izhodni kulturi.  
 
4.2 Dodatek stresorjev celičnim kulturam in jemanje vzorcev 
4.2.1 Uvajanje stresorja v celično kulturo  
Pri izvajanju poskusov smo v sterilni komori dodali dva različna abiotska stresorja; NaCl, ki 
predstavlja ionsko in osmotsko obremenitev za celico, in H2O2, ki predstavlja oksidativen stres 
za celico. To smo storili tako, da smo v kulturo neposredno dodali zatehtano sol oziroma 
odmerjen volumen visoko koncentriranega (8,8 M) izhodnega vodikovega peroksida, nato pa 
hitro premešali, da ni prišlo do lokalnega prenasičenja. Količine dodanih stresorjev so prikazane 
v tabeli 3. 
 
Tabela 3. Količine dodanih stresorjev v kulturah ob izvedbah eksperimentov. 
 
Stresor Končna koncentracija [mM] Količina dodanega stresorja 
(računano za 0,5 l gojišča) 
NaCl 200 5,84 g 
NaCl 250 7,31 g 
NaCl 400 11,69 g 
H2O2 1 56,8 μl 
H2O2 2,5 142 μl 
H2O2 5 284 μl 
H2O2 10 568 μl 
    
4.2.2 Odvzem vzorcev iz kultur 
Poskus smo vedno izvajali v več paralelkah, vselej pa smo pustili vsaj eno kulturo netretirano. 
Ta je služila kot kontrola. Takoj po dodatku stresorja smo v sterilni komori iz kulture 
odpipetirali  25 ml kulture v 50 ml centrifugirko za izolacijo DNA ter 50 ml v drugo takšno 
centrifugirko za izvajanje encimskih testov. Vzorce smo nato odvzemali v različnih časovnih 
intervalih preko obdobja 24 ur po dodatku stresorja v kulturo, v splošnem so bile te časovne 




4.2.3 Meritev A740 celičnih kultur 
Sočasno z odvzemom vzorcev za kasnejšo obdelavo vzorcev smo iz vsake kulture po dobrem 
mešanju (da ni prišlo do posedanja celic) s pipeto vzeli še 1 ml kulture in jo prenesli v plastične  
kivete z dolžino optične poti 1 cm, znova močno premešali ter izmerili A740 v vsaki kiveti. Kot 
slepo meritev pa smo vzeli dH2O (enako absorptivna kot TAP). Z meritvijo A740 lahko približno 
kvantificiramo gostoto celic klamidomonasa v posamezni kulturi. Klasično meritev pri OD600, 
ki jo za določitev številske gostote uporabljamo pri bakterijah, moramo namreč pri 
fotosintetskih mikroorganizmih pomakniti nad 700 nm, saj se pri tej valovni dolžini že 
izognemo interferenci, ki jo povzroča fotosintetsko barvilo klorofil s svojim absorpcijskim 
vrhom pri ≈ 680 nm.  
 
4.3 Obdelava odvzetih vzorcev 
4.3.1 Odstranitev gojišča 
Za potrebe nadaljnjega dela je bilo potrebno celice v vseh odvzetih vzorcih ločiti od gojišča, 
kar smo storili s centrifugiranjem dve minuti pri 3000 obratih. Po zaključku centrifugiranja smo 
supernatant odlili stran, na dnu pa so preostale zgolj usedline celic. Centrifugirke z vzorci za 
encimske teste smo nato v tej točki shranili za kasnejšo obdelavo v zmrzovalniku pri -80 °C. 
 
4.3.2 Izvedba testa CAVA 
4.3.2.1 Priprava vzorcev 
Preostale celice, ki so ostale po centrifugiranju v vzorcih namenjenih izolaciji DNA, smo sprali 
tako, da smo jih resuspendirali v enem ml pufra PBS, prestavili v 2 ml mikrocentrifugirke ter 
centrifugirali pri 3000 rpm dve minuti. Po končanem centrifugiranju smo supernatant odlili 
stran, preostale celice pa znova resuspendirali v 600 μl pufra PBS ter dodali še 400 μL reagenta 
CAVA ter dali stresat pri sobnih pogojih na stresalnik za 10 minut. Vzporedno smo v 
mikrocentrfugirki pripravili prazno probo, ki je bila identična vzorcem, le da ni vsebovala celic. 
Po končnem stresanju smo celice zopet centrfugirali dve minuti pri 3000 obratih. Dobljen 
supernatant smo prelili v svežo mikrocentrfugirko, preostale celice pa smo shranili pri -80 °C 
v zmrzovalniku za kasnejšo izolacijo genomske DNA. 
4.3.2.2 Meritev A526 in določanje preživelosti 
Supernatante, ki smo jih dobili po centrifugiranju, smo prelili v plastično kiveto z dolžino 
optične poti 1 cm ter izmerili absorbanco supernatanta pri valovni dolžini 526 nm. Kot slepa 
proba za nastavitev ničle je služila dH2O. Kot referenco za teoretično 100 % preživelost vseh 
celic, smo uporabili mikrocentrifugirko z raztopino reagenta CAVA v PBS, ki se je stresala 
brez celic. Eritrozin, ki je glavna komponenta reagenta CAVA, se namreč veže v naluknjane 
umrle celice. Bolj kot je supernatant razbarvan, več celic je umrlo. Če so vse celice še žive, se 
barvilo ne veže nanje in ostane v supernatantu. Viabilnost celic v vzorcu smo tako določili kot 
razmerje med A526 supernatanta vzorca in A526 testne probe. Kontrole, kjer bi s toploto ubili vse 
celice in na ta način določili A526, ko so vse celice pomrle, nismo izvajali. 
4.3.3 Izvedba encimskih testov 
4.3.3.1 Priprava encimskih celičnih lizatov  
Iz zmrzovalnika pri -80 °C smo odvzeli zamrznjene vzorce celic klamidomonasa, ki smo jih pri 
točki 4.2.2 namenili izvedbi encimskih testov aktivnosti, jih na ledu odtajali ter resuspendirali 
v 500 μl liznega pufra za lizo celic, ki pa ima za razliko od klasičnega liznega pufra dodatno 
dodano EDTA. Tako resuspendirane celice smo prestavili v ohlajene mikrocentrifugirke ter 
pustili, da se na ledu s stresalnikom stresajo 20 minut. Nato je sledilo centrifugiranje pri     
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16.000 g, 20 minut, pri 4 °C. Supernatant smo nato prestavili v svežo ohlajeno 
mikrocentrifugirko. 
4.3.3.2 Testiranje encimske aktivnosti lizata v reakcijskem pufru s pH 7,4 
Sprva smo v 25 ml centrifugirki pripravili založno količino reakcijskega pufra, ki je izhodni 
lizni pufer za lizo celic za encimske teste, v katerega smo dodatno dodali raztopino EDTA ter 
njej ekvimolarno količino CaCl2 in pa reducent DTT. Ker je splošno znano, da preiskovane 
proteaze metakaspaze, ki so prisotne v celičnem lizatu, cepijo substrate za bazično (pozitivno 
nabito) aminokislino na mestu P1, smo preizkusili encimsko aktivnost lizata na sintetični 
substrat FR-AMC, ki smo ga dodali v reakcijski pufer. Ob uspešni cepitvi za argininom v 
substratu se iz njega sprosti fluorescirajoča organska molekula AMC. Sestava založne 
reakcijske mešanice je prikazana v tabeli 4. 
Tabela 4. Komponente za pripravo 5 ml založne reakcijske mešanice pred dodatkom 
encimskega lizata. 
Komponenta Dodana količina Končna koncentracija v 
pufrski mešanici 
Reakcijski lizni pufer (50 mM 
HEPES, 20 % glicerol, 0,3 % 
CHAPS, 100 mM EDTA,      
100 mM CaCl2), pH 7,4 
4995 μl zanemarljivo majhno 
redčenje, koncentracije 
komponent se približno 
ohranijo 
FR-AMC (5 mM) 5 μl 5 μM 
DTT  3,85 mg 5 mM 
 
Za izvedbo encimskega testa smo uporabljali ploščo ULA s 96 vdolbinicami. V vsako 
vdolbinico smo v triplikatih dodali 145 μl reakcijske mešanice ter 5 μl pripravljenega 
proteinskega lizata, v slepe probe pa zgolj 150 μl reakcijske mešanice. Ploščo smo nato zavito 
v aluminijasto folijo inkubirali 1 h pri sobni temperaturi na stresalniku. Po inkubaciji smo nato 
ploščo prenesli v spektrofluorimeter, nastavili vzbujanje z ekscitacijsko valovno dolžino         
383 nm in z detektorjem izmerili fluorescenco vsake vdolbinice pri emisijski valovni dolžini 
455 nm. 
4.3.3.3 Meritev celokupne vsebnosti proteinov v encimskih lizatih 
Celokupno količino proteinov v lizatu smo določili z Bradfordovim reagentom. Pri meritvi smo 
v vsako mikrocentrifugirko odpipetirali 800 μl Bradfordovega reagenta, 198 μl dH2O in pa v 
vsako po 2 μl drugačnega lizata, ki smo ga pripravili v točki 4.3.3.1. V slepi probi smo lizat 
nadomestili z dodatkom 2 μl dH2O. Nato smo pripravljene vzorce prenesli v plastične kivete z 
dolžino optične poti 1 cm in s spektrofotometrom izmerili absorbanco pri valovni dolžini        
595 nm. Za določitev koncentracije celokupnih proteinov bi si lahko pomagali z umeritveno 
premico, a to niti ni bilo potrebno, saj nam je zadostovala le relativna primerjava absorbanc in 
posledično koncentracij med vzorci. 
4.3.4 Izolacija genomske DNA in izvedba elektroforeze 
4.3.4.1 Priprava zmesi organskih topil za izolacijo DNA 
Najprej smo pripravili zmes kloroform/izoamil alkohol 24:1 (v/v) tako, da smo z merilnim 
valjem odmerili in zmešali 96 ml kloroforma in 4 ml izoamil alkohola. Za pripravo 
fenol/kloroform/izoamil alkohol 25:24:1 (v/v) pa smo najprej zatehtali 30 g fenola ter ga v 
digestoriju raztopili v 30 ml 50 mM pufra Tris/HCl (pH 8,0), to mešanico smo nato 1,5 h rahlo 
20 
 
mešali z magnetnim mešalom, da se je fenol poponoma raztopil, po mešanju pa počakali, da je 
prišlo do popolne ločitve organske (spodnje) in vodne (zgornje) faze. Vodno fazo smo nato 
odpipetirali ter odvrgli stran. Zatem smo organski fazi znova dodali 30 ml 50 mM Tris/HCl 
nekaj minut mešali, znova počakali, da sta se fazi ločili, vodno fazo odstranili, organski pa 
znova dodali pufer Tris/HCl. Ta cikel smo nato ponovili še trikrat ter na koncu pridobili 
približno 22 ml organske faze s fenolom z optimalnim pH (med 7 in 8, drugače bi bilo med 5 
in 6). Tej smo nato dodali enak volumen (22 ml) že prej pripravljene zmesi kloroform/izoamil 
alkohol ter dobili ustrezna volumska razmerja organskih topil v novi zmesi. Obe pripravljeni 
zmesi smo shranili v hladilniku pri 4 °C, tisto s fenolom pa tudi zavili v aluminijasto folijo, ter 
na ta način zmanjšali možnost oksidacije fenola.  
4.3.4.2 Liziranje celic in izolacija DNA 
Sprva smo iz zmrzovalnika odvzeli vzorce s celicami, ki so ostale v mikrocentrifugirkah po 
izvedbi testa CAVA, jih odtajali ter resuspendirali v 400 μl lizirnega pufra za lizo celic 
namenjenih za izolacijo genomske DNA (brez dodatne EDTA). V vsakega od takšnih vzorcev 
smo nato iz spodnje (organske) faze zmesi organskih topil fenol/kloroform/izoamil alkohol 
25:24:1 (v/v) v digestoriju dodali še 400 μl le-te ter vzorce dodobra 1-2 minuti premešali z 
namiznim vibracijskim stresalnikom pri najvišji moči, da je prišlo do obarjanja proteinov s 
fenolom in raztapljanja lipidov z detergentom CHAPS. Mikrocentrifugirke z vzorci smo zatem 
centrifugirali pri sobni temperaturi pet minut pri najvišji vrtilni hitrosti. Po centrifugiranju so 
se v mikrocentrifugirki izoblikovale tri faze. V spodnji (organski) so bili med drugim prisotni 
lipidi in pa tudi klorofil, zato je bila intenzivno zelena. V vmesni fazi so bili prisotni oborjeni 
proteini z ostalimi nečistočami, zato je bila le-ta rjavkasto bela. V zgornji vodni fazi naj bi bili 
ob uspešni lizi celic RNA in DNA. Zgornjo (vodno) fazo vsakega izmed vzorcev smo prenesli 
v svežo mikrocentrifugirko, vanjo znova dodali zmes fenol/kloroform/izoamil alkohol ter še 
enkrat ponovili zgoraj opisan postopek. Po drugem centrfugiranjem smo nato v vsako 
mikrocentrfugirko dodali 2 μl RNaze (brez DNAz), premešali z obračanjem ter inkubirali 1 h 
pri sobnih pogojih s stresanjem. Zatem smo v vsak tako pripravljen vzorec dodali 400 μl zmesi 
kloroform/izoamil alkohol 24:1 (v/v) ter vzorce znova 1-2 minuti premešali z namiznim 
vibracijskim stresalnikom pri najvišji moči. V tej fazi smo uporabili mešanico brez fenola, saj 
smo obarjali le še zelo majhno količino proteinov, hkrati pa smo želeli, da DNA kasneje ne bi 
bila kontaminirana s fenoli (kar smo ugotovili z meritvijo razmerja A260/A230). 
Mikrocentrifugirke z vzorci smo zatem centrifugirali pri sobni temperaturi pet minut pri najvišji 
vrtilni hitrosti. Zgornjo (vodno) fazo vsakega izmed vzorcev smo prenesli v svežo 
mikrocentrifugirko in vanjo znova dodali zmes kloroform/izoamil alkohol ter ponovili že 
opisan postopek. Pri vseh, še posebej pa pri zadnjem prenosu vodne faze v svežo 
mikrocentrifugirko, smo še posebej pazili, da nismo predrli vmesne faze z nečistočami, saj bi 
na ta način izolirali manj čisto DNA. V vsak vzorec vodne faze, ki je bil štirikrat prečiščen in 
naj bi tako vseboval le še genomsko DNA, smo dodali 1 ml 99,9 % etanola, premešali z 
obračanjem ter vzorce preko noči postavili v zmrzovalnik k -20 °C ter tako pripravili pogoje za 
obarjanje genomske DNA. 
4.3.4.3 Obarjanje DNA  
Obarjanje DNA smo izvedli tako, da smo vzorce, v katere smo dodali absolutni etanol, naslednji 
dan iz zmrzovalnika prenesli v ohlajeno namizno centrifugo in jih centrifugirali pri 4 °C,            
20 minut, z največjim pospeškom 20 230 g. Po centrifugiranju smo lahko pri dnu opazili belo-
rjavo usedlino, supernatant pa smo s pipeto odstranili. Usedlino DNA smo nato dodatno sprali 
tako, da smo ji tokrat dodali 1 ml 70 % etilnega alkohola in večkrat prepipetirali vzorec, da se 
21 
 
je genomska DNA odstranila od dna mikrocentrifugirke (se pa usedlina ni popolnoma 
raztopila). Vzorce nato znova centrifugirali v namizni centrifugi pri 4 °C, 10 minut, z najvišjim 
pospeškom 20 230 g. Tudi tokrat smo po centrifugiranju s pipeto odstranili supernatant, 
usedlino genomske DNA pa posušili na zraku najmanj 30 minut tako, da smo 
mikrocentrifugirke obrnli na glavo, spodaj pa podložili papirnate brisačke.  
4.3.4.4 Raztapljanje izolirane DNA in določitev njene koncentracije 
V vzorce s posušeno usedlino genomske DNA smo zatem dodali 100 μl pufra TE ter jih v njem 
raztopili s počasnim pipetiranjem. Če se celotna DNA še vedno ni raztopila, smo dodali 
dodatnih 25 μl pufra TE. Ker pa nas je za kasnejšo pripravo vzorcev za izvedbo AGE predvsem 
zanimala koncentracija izolirane DNA, smo le-to izmerili s spektrofotometrom NanoDrop tako, 
da smo nanesli 2 μl raztopine DNA, kot slepo probo pa uporabili dH2O. Spektrofotometer je 
sicer izmeril vsebnost DNA z meritvijo absorbance pri valovni dolžini 260 nm, program pa je 
podal podatka razmerja A260 z A230 (indikator kontaminacije s fenoli) oziroma z A280 (indikator 
kontaminacije s proteini), s katerima smo lahko ocenili čistost izolirane DNA. Idealno razmerje 
med A260 in A280 je 1,8. Kvaliteto izolirane DNA smo lahko ocenili tudi s pomočjo izrisanega 
molekulskega spektra, kjer smo si želeli čim bolj kontinuirno in ravno izrisan sinusoidni vrh pri 
A260. ''Žagasti'' spekter je pomenil slabo izolirano DNA z nečistočami. 
4.3.4.5 Priprava vzorcev genomske DNA za izvedbo AGE 
Ko smo poznali koncentracijo DNA v posameznem pripravljenem vzorcu, smo izračunali 
kolikšen volumen te raztopine bi bilo potrebno dodati v nanašalno mešanico, da bi s tem na gel 
nanesli 2000 ng DNA. Tam, kjer je bila koncentracija izolirane DNA nizka, smo skušali nanesti 
5000 ng DNA. Če je bila koncentracija DNA še vedno prenizka, smo nanesli toliko DNA, kot 
jo je omogočal maksimalen volumen žepka. Odvisno od izvedbe AGE smo nato dodali toliko 
dH2O, da smo zapolnili volumen žepkov, pri čemer smo upoštevali še dodatek ustreznega 
volumna 6x nanašalnega pufra za AGE. Pred nanosom smo vzorce posedli s kratkotrajnim 
vrtenjem (''short spin''). 
4.3.4.6 Priprava agaroznih gelov za izvedbo AGE 
Pri vseh izolacijah DNA smo vselej uporabljali 1 % agarozni gel, ki smo ga pripravili tako, da 
smo zatehtali 0,9 g agaroze ter ji v erlenmajerici dodali 90 ml pufra TAE. Ko pa smo delali v 
največji elektroforezni kadički, smo delali z 1,2 g agaroze in 120 ml svežega pufra TAE. To 
mešanico smo nato 1,5-2,5 minute segrevali v mikrovalovni pečici, da se je agaroza dodobra 
raztopila, mešanica pa zavrela. Mešanico smo nato pod vodo ohlajali toliko časa, da smo dosegli 
približno 60 °C. Takrat smo v mešanico dodali 4 μl etidijevega bromida iz založne raztopine s 
približno masno koncentracijo 1 mg/ml, dobro premešali in ulili v zatesnjen kvadratni modelček 
v elektroforezni posodici ter vanj vstavili glavniček, s katerim smo v gelu tako oblikovali žepke. 
Mehurčke smo prestavili na stran, mešanico za gel pa pustili stati pri sobnih pogojih vsaj            
20 minut, da smo dobili trden agarozni gel. 
4.3.4.6 Izvedba AGE 
Ohlajen agarozni gel smo postavili v pravilno orientacijo, odstranili glavniček z žepki ter 
elektroforezno kadičko z gelom prelili z (rabljenim) pufrom TAE. Nato smo v žepke nanesli 
prej pripravljene vzorce DNA, v prvi žepek pa smo vselej dodali še 10 μl velikostnega standarda 
GeneRuler 1 kb DNA Ladder. Elektroforezno kadičko smo zatem prekrili s pokrovom s 
katodnim in anodnim priključkom, druga konca teh dveh priključkov pa smo povezali s 
priključenim virom napetosti ter na ta način pognali elektroforezo. Elektroforeza je pri srednje 
veliki kadički tekla 40 minut, pri veliki kadički pa 1 h (zaustavili smo ob primerni oddaljenosti 
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obeh barvil od žepkov). Napetost, pri kateri je tekla elektroforeza, je bila vselej okoli 10 V/cm 
gela. Po prekinitvi elektroforeze smo gel vstavili v napravo za slikanje gelov, ki je z UV žarnico 
pri 312 nm valovne dolžine osvetljevala gel. Pri tej valovni dolžini svetlobe namreč vzbujamo 
zgolj etidijev bromid, ki se je interkaliral med bazne pare v dvojni vijačnici DNA, ta posledično 
emitira oranžno svetlobo, kar vidimo. Na ta način smo videli lise zgolj na tistih mestih, kjer je 
bila prisotna DNA točno določene velikosti, ki jo ocenimo s pomočjo velikostnega standarda. 
Z uporabo naprave in računalniškega programa smo zatem ob primerni osvetlitvi in fokusu 
posneli sliko gela z dobro vidnimi lisami izolirane genomske DNA in velikostnega standarda. 
4.3.5 Test preživetja celic, ki so bile izpostavljene strsorju v novi kulturi 
Ker nas je pri delu zanimalo tudi to, ali so celice klamidomonasa po izpostavitvi zunanjemu 
stresorju sposobne znova zaživeti, torej če velja altruistična predpostavka, da je RCD nekaterih 
celic v populaciji preko neznanega mehanizma celokupno koristen za populacijo kot celoto. 
Test preživelosti smo izvajali dvakrat, vsakič na drugačen način.  
4.3.5.1 Prvi test preživelosti 
Prvikrat smo vzporedno ob jemanju vzorcev za izolacijo DNA in encimske teste iz celičnih 
kultur klamidomonasa ob vsaki časovni točki iz vseh kultur v sterilni komori odvzeli in v 
sterilno 25 ml centrifugirko prenesli 5 ml celične kulture. Gojišče smo nato od celic odstranili 
s centrifugiranjem (2 min, 3000 g), usedlino celic pa smo nato sterilno prenesli v 25 ml svežega 
gojišča v erlenmajerici, ki smo jo pokrili z aluminijasto folijo ter dali stresat na stresalnik pri 
sobni temperaturi. V naprej določenih časovnih intervalih smo nato izvedli meritev A740 na enak 
način, kot je to opisano že v točki 4.2.3. Z meritvijo A740 smo določali, ali so si bile s stresorjem 
tretirane celice sposobne opomoči v normalnih pogojih in ustvariti novo celično kulturo. 
4.3.5.2 Drugi test preživelosti 
Ko smo test preživelosti celic izvajali drugič, smo zaradi problemov z bakterijskimi 
kontaminantami pri prvi izvedbi, namesto v tekoče gojišče, nacepili 10 μl vsake izmed celičnih 
kultur ob določenem času na trdno gojišče, ga pri sobni temperaturi postavili pod belo luč, ter 














5. Rezultati z razpravo 
 
5.1 Celična rast po različno dolgi izpostavitvi stresorju 
Najbolj preprost pokazatelj dogajanja v populaciji je številska gostota celic. Z njo lahko namreč 
spremljamo rast celične kulture. Če imamo kulturi tega seva z dvema različnima gostotama 
celic, lahko sklepamo tudi na relativne razlike v celokupni količini (masi) ostalih celičnih 
komponent (DNA in proteinov). Za določanje gostote celic smo uporabljali posredno 
turbidimetrično merjenje optične gostote pri valovni dolžini 740 nm namesto 600 nm, kar je 
sicer običajna valovna dolžina za mikroorganizme, saj se tako izognemo absorpcijskemu vrhu 
klorofila. Bolj natančno število celic bi lahko določili s štetjem v Neubauerjevi komori, a nas 
ta specifičen podatek ni zanimal, saj smo se osredotočali na relativne spremembe glede na 
kontrolne kulture. Pričakovali smo, da bo dodatek obeh stresorjev zaustavil logaritemsko fazo 
rasti kultur, znotraj katere smo poskušali odvzemati vzorce (A740 ≈ 0,5), hkrati pa, da bo prišlo 
do vedno močnejšega bledenja kultur.  
Pričakovanja so se pri obeh stresorjih uresničila. Medtem ko so kontrolne celice še naprej rasle 
in se bližale stacionarni fazi rasti pri A740≈0,8, je A740 pri vseh kulturah z dodanim stresorjem 
začela upadati (slika 4 in slika 5). Iz rezultatov slik 4 in 5 je razvidno, da je, relativno glede na 
kontrolne kulture, prišlo do bolj intenzivnega bledenja kultur pri celicah, izpostavljenih 
oksidativnemu stresu. S to metodo sicer zaradi bledenja in visokega števila umrlih celic težko 
določimo število celic v kulturah, je pa dober indikator preživelosti in uspešnosti rasti. 
 
 
Slika 4. Odvisnost A740 od časa gojenja v prisotnodti dveh različnih koncentracij NaCl. Na y-osi je kot 
absorbanca pri valovni dolžini 740 nm predstavljena gostota celic v posamezni kulturi. Na x-osi je podan čas 
po dodatku NaCl. Na vsakem grafu sta dve vrsti stolpcev, s ctrl (svetlo modra) so označene A740 kontrolne 
kulture, kateri nismo dodali NaCl, vijolični stolpci pa predstavljajo gostoto celic (A740) v kulturah z dodanima 
250 oz. 400 mM NaCl. 
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Kljub temu, da izgleda na grafih (slika 4 in slika 5) napaka kar precejšnja, to izhaja iz dejstva, 
da smo različne poskuse začeli ob različnih A740, torej celičnih gostotah in fazah rasti kultur, 
kar zelo vpliva na izris krivulje. Kljub temu lahko iz povprečij izrišemo rastno krivuljo, kot naj 
bi izgledala, če začnemo eksperimente v pravi fazi rasti (A740 ≈ 0,5-0,6). Vendar pa ravno zaradi 
tega tudi težko na podlagi povprečne krivulje določimo, ali dejansko manjša koncentracija 
stresorja povzroči manjši relativni padec gostote celic glede na kontrolo. Zato smo izrisali 
drugačen graf (slika 6), ki temelji na povprečjih sprememb A740 večjega števila kultur, ki so 
bile vse izpostavljene enakemu stresorju, pri čemer smo narisali relativne spremembe glede na 
začetno absorbanco ob času 0. Zaradi nezadostnega števila preostalih meritev za določitev 
napake smo za risanje grafa uporabili kontrolne kulture ter tiste z dodanim 250 mM NaCl oz. 
2,5 mM H2O2. Na grafu na sliki 6 je razvidno, da je oksidativni stresor H2O2 povzročil izrazitejši 
padec števila celic kot NaCl. Pri kontroli je po pričakovanjih prišlo do nadaljnje rasti, torej do 
vrednosti razmerja nad 1. 
 
 
Slika 5. Odvisnost A740 od časa gojenja v prisotnosti treh različnih koncentracij H2O2. Na y-osi je kot 
absorbanca pri valovni dolžini 740 nm predstavljena gostota celic v posamezni kulturi. Na x-osi je podan čas 
po dodatku H2O2. Na vsakem grafu sta dve vrsti stolpcev, s ctrl (modra) so označene A740 kontrolne kulture, 
kateri H2O2 ni bil dodan, oranžni stolpci pa predstavljajo gostoto celic (A740) v kulturah, izpostavljenih 2,5, 






Slika 6. Prikaz relativnih absorbanc kontrolnih kultur in kultur z dodano soljo oziroma vodikovim 
peroksidom v določenih časovnih točkah. Na y-osi so navedena razmerja med A740 kulture in A740 taiste 
kulture v točki t=0 h, kar predstavlja relativno povišanje/padec gostote celic v kulturi. Na x-osi je podan čas 
po dodatku stresorja. Različne barve stolpcev predstavljajo različne stresorje (z zeleno barvo NaCl in z 
rumeno vodikov peroksid), s ctrl pa je označena kontrola, kateri stresor ni bil dodan. 
 
 
Pojav bledenja kultur je pokazatelj tega, da so v procese celične smrti vpletene ROS [29, 40]. 
Iz literature lahko razberemo, da tako pri dodatku solnega kot oksidativnega stresorja pride do 
povišanega izražanja antioksidantnih encimov in vsebnosti znotrajceličnega vodikovega 
peroksida [29]. Ta efekt naj bi bil pri dodatku vodikovega peroksida bolj izrazit, kar potrjujejo 
tudi naše rastne krivulje, saj je oksidativni stres povzročil relativno močnejše znižanje 
absorbance pri 740 nm kot pa sol (slika 6). ROS bi lahko intenzivneje in hitreje povzročile 
zaustavitev celične delitve in s tem nižje vrednosti številske celične gostote. Vendar pa je pri 
tej trditvi potrebno biti pazljiv zaradi prisotnosti velikih relativnih napak. Na meritev A740 bi 
lahko imelo vpliv tudi bledenje kultur kot posledica delovanja ROS. Pri kulturah, ki so bile 
izpostavljene soli, je prišlo do rjavenja, začeli pa so se tudi pojavljati skupki, kar je v skladu z 
literaturo [33]. Pri kulturah z dodanim vodikovim peroksidom do izgube zelene barve in 
nastajanja skupkov ni prišlo. Tudi iz tega fenotipskega opažanja sklepamo, da obstaja razlika 
med odzivom na ta dva različna stresorja. V literaturi je navedeno, da naj bi na vrsto celične 
smrti vplivala tudi koncentracija oz. intenziteta delovanja stresorja [29, 38], zato je treba biti 
pri interpretaciji pazljiv. Razlika v odzivih na kvalitativno različna stresorja bi namreč lahko 
bila posledica različnega dojemanja izbranih koncentracij NaCl in H2O2 na kvantitativni ravni. 
Celokupno sta oba stresorja pri vseh izbranih koncentracijah povzročila znižanje gostote celic, 

































ctrl 250 mM NaCl 2,5 mM H2O2
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5.2 Preživetje celic po različno dolgi izpostavitvi stresorju  
Čeprav nam rastna krivulja kulture pod vplivom stresorja lahko pove nekaj o preživetju celic te 
kulture, k večji vrednosti A740 prispevajo tudi odmrle celice. Za kvantifikacijo deleža umrlih 
celic in posledično določitev deleža preživelih oz. odmrlih celic smo izvedli test CAVA. 
Pričakovali smo, da dodatek stresorjev s časom poviša umrljivost izpostavljenih celic napram 
kontrolnim celicam. Rezultati so v splošnem pokazali, da oba stresorja povišata umrljivost 
(slika 7 in slika 8), ta pa je le delno odvisna od koncentracije stresorja. Pri vseh koncentracijah 
in obeh stresorjih je prišlo do preživetvenega platoja. Ta bi lahko bil posledica izločanja 
''preživetvenih faktorjev'', ki bi jih lahko izločale umirajoče celice za zaščito še živečih celic 
[37].  
Pri dodatku soli je višja koncentracija NaCl povzročila hipno odmrtje celic že ob času t=0 (slika 
7), kar bi lahko bila posledica prepočasnega dela, lahko pa je prišlo do hipnega osmotskega 
šoka zaradi lokalnega prenasičenja, ki je nenadzorovano povzročil lizo celic. V primerjavi s 
prej objavljenimi rezultati, kjer niti pri dodatku 400 mM niti 800 mM NaCl ni prišlo do tako 
velike umrljivosti niti po eni uri [29], je ta meritev nenavadna. Sicer pa se naša opažanja 
skladajo s prej objavljenimi v zvezi z razlikami med 200 mM in 400 mM soljo, saj tudi mi 
nismo opazili bistvene razlike v trendih (le da smo mi merili pri 250 mM in ne pri 200 mM 
NaCl). Sicer je potrebno poudariti, da raziskovalci v prejšnji raziskavi niso dosegli niti 65 % 
umrljivosti po 24 urah, medtem ko je bil najvišji delež v naših eksperimentih pri okoli 80 % 
dosežen bistveno prej. Vsekakor klamidomonas takim koncentracijam v naravi ni izpostavljen, 
saj imajo slane prsti vsebnost soli, ki je ekvivalentna 100-150 mM NaCl [33]. Izpostavljenost 
100 mM NaCl ima posledično tudi bistveno manjši vpliv na umrljivost (≈75 % preživetje po 





Slika 7. Preživetje celic v odvisnosti od koncentracije NaCl in pretečenega časa. Na y-osi je predstavljeno 
preživetje celic v posamezni kulturi. Preživetje je izračunano kot razmerje med A526 vzorca in A526 testne 
probe pri testu CAVA. Na x-osi je podan čas po dodatku NaCl. S ctrl (modra) so označene točke in intervali 
napak, ki predstavljajo preživetje kontrolne kulture, kateri sol ni bila dodana. Preostale točke v drugih dveh 
barvah predstavljajo preživetja dveh kultur z različnima koncentracijama dodanega NaCl.  
 
 
Dodatek vodikovega peroksida (slika 8) je imel različne vplive glede na uporabljeno 
koncentracijo: 2,5 mM H2O2 je povzročil kasnejše umiranje in preživetje je bilo boljše kot pri 
pri 5 oz. 10 mM H2O2. To zakasnitev umiranja so opazili tudi pri uporabi 2 mM H2O2 [29]. 
Odziva pri višji koncentraciji se med sabo niti nista izrazito razlikovala, kar je v skladu z 
literaturo [29]. Kljub temu da je umrljivost nižja pri 10 mM kot pri 5 mM H2O2 (slika 8), tega 
ne moremo statistično ovrednotiti, saj smo meritev z 10 mM izvedli zgolj enkrat. Tudi pri 
uporabi peroksida je naša opažena umrljivost napram prej določeni [29] znatno višja in je 
opazna pri krajših časih (plato pri okoli 15 % preživetja po 3-4,5 urah, napram 40-50 % 


























Slika 8. Preživetje celic v odvisnosti od koncentracije H2O2 in pretečenega časa. Na y-osi je predstavljeno 
preživetje celic v posamezni kulturi. Preživetje je izračunano kot razmerje med A526 vzorca in A526 testne 
probe pri testu CAVA. Na x-osi je podan čas po dodatku vodikovega peroksida. S ctrl (modra) so označene 
točke in intervali napak, ki predstavljajo preživetje kontrolne kulture, kateri peroksid ni bil dodan. Preostale 
točke v drugih treh barvah predstavljajo preživetja treh kultur z različnimi koncentracijami dodanega H2O2.  
 
 
Pri kontrolnem poskusu (slika 7 in slika 8) se je bolj ali manj ohranjala raven viabilnosti in ni 
bila odvisna od časa. Do odstopanja pride po 26 urah, kar je najverjetneje posledica tega, da ti 
podatki temeljijo zgolj na kulturah, ki so bile tretirane že v stacionarni fazi rasti (nekoliko 
prepozno). Tako bi lahko v najkasnejši točki že prišlo do pomanjkanja hranil v gojišču in 
posledično izrazitejšega odmiranja celic. V literaturi je navedeno, da se umrljivost s časom 
minimalno viša in ohranja plato pri okoli 90 % preživetja [29]. To je za ≈ 6 odstotnih točk višje, 
kot je bil v povprečju plato pri naših meritvah. 
Zaradi pojavljanja podobnih platojev deleža preživetja pri različnih koncentracijah stresorja 
(slika 7 in slika 8), lahko sklepamo, da višja koncentracija stresorja ne pomeni nujno nižjega 
preživetja celic. Ko je koncentracija stresorja zadosti velika, bi se torej lahko sprožila kaskada 
regulirane celične smrti, ki je neodvisna od koncentracije stresorja. Hkrati bi lahko bil pojav 
preživetvenega platoja pri 10-20 % preživetja posledica stalnega izločanja preživetvenih 
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5.3 Metakaspazna aktivnost celic 
Z izvedbo encimskega testa aktivnosti na sintetični substrat FR-AMC smo želeli preveriti, kako 
dodatek stresorja vpliva na metakaspazam podobno proteazno aktivnost teh celic v primerjavi 
s celicami, ki stresorju niso bile izpostavljene. Metakaspaze cepijo za bazičnimi 
amnokislinskimi ostanki na mestu P1, predpostavljajo pa, da so vpletene v procese rastlinske 
RCD [19, 27]. Rezultati proteazne aktivnosti so prikazani na slikah 9 in 10 in podani kot 
relativna fluorescenca, torej izmerjena povprečna fluorescenca, normalizirana glede na količino 
proteinov, ki smo jo izmerili z metodo po Bradfordu. Ta normalizacija koncentracij proteinov 
je nujna, saj pri pripravi vsakega izmed lizatov uporabimo različno število celic, hkrati pa so 
bili lahko proteini iz umrlih/poškodovanih celic odstranjeni že z gojiščem. Poleg tega je ob 
odstranitvi gojišča vselej ob celicah ostala različna količina neželenega gojišča, kar je tudi 
povzročilo različno redčene vzorce.  
Iz rezultatov (slika 9) je razvidno, da je aktivnost proteaz z metakaspazno aktivnostjo po 
dodatku 400 mM NaCl začela intenzivno upadati napram tistim v kontrolnih celicah. Predhodne 
raziskave so pokazale, da kaspazi-3 podobne aktivnosti v celicah, kjer je bila v gojišče dodana 
sol, ni možno zaznati in da dodatek soli privede do nekroze [29], ki naj ne bi bila odvisna od 
metakaspazam oz. kaspazam podobnih aktivnosti. Če se metakaspaze torej niso aktivno na novo 
sintetizirale, se zdi smiselno, da prihaja do njihove razgradnje in posledično do znižanja 
izmerjene aktivnosti. Meritev pri času t=24 h je nezanesljiva, saj je bila kultura pri tem času že 










Slika 9. Encimska aktivnost lizatov celic, ki so bile različno dolgo izpostavljene 400 mM NaCl, na 
substrat FR-AMC. Encimska aktivnost na y-osi je podana kot povprečna relativna fluorescenca glede na 
relativno celokupno količino proteina v lizatu, izmerjeno kot A595 s testom po Bradfordu. Metakaspazna 
aktivnost je za vsako koncentracijo stresorja predstavljena s stolpcem za vsak različni čas posebej. Pomembna 
je primerjava celic, ki so bile izpostavljene stresorju, s kontrolnimi celicami, označenimi s ctrl. 
 
 
Pri dodatku 2,5 mM H2O2 (slika 10) se je relativna aktivnost encimov z metakaspazno 
aktivnostjo s trajanjem izpostavitve stresorju napram kontroli kontinuirno višala (porast 
relativne fluorescence), medtem ko je pri izpostavitvi 5 mM metakaspazna aktivnost lizatov 
upadala vse do zadnje meritve, ko je relativna aktivnost sunkovito narasla, vendar pa je ta zadnja 






















































Slika 10. Encimska aktivnost lizatov celic, ki so bile različno dolgo izpostavljene različnima 
koncentracijama H2O2 (2,5 in 5 mM), na substrat FR-AMC. Encimska aktivnost na y-osi je podana kot 
povprečna relativna fluorescenca glede na relativno celokupno količino proteina v lizatu, izmerjeno kot A595 
s testom po Bradfordu. Metakaspazna aktivnost je za vsako koncentracijo stresorja predstavljena s stolpcem 
drugačne barve za vsak različni čas posebej. Pomembna je primerjava celic, ki so bile izpostavljene stresorju, 
s kontrolnimi celicami, označenimi s ctrl.  
 
 
V literaturi ob pojavu RCD večkrat omenjajo tudi kaspazno encimsko aktivnost. To bi lahko 
kazalo na aktivacijo proteaz s kaspazno aktivnostjo nižje od metakaspaz v signalni poti. Druga 
možnost je, da do cepitve kaspaznih substratov pride nespecifično na račun povišanega 
izražanja drugih proteaz (porast celotnega katabolizma) v celici, ki je izpostavljena stresu [27]. 
Iz literature lahko zasledimo, da dodatek 10 mM H2O2 k celicam klamidomonasa povzroči 
aktivnost lizatov na substrate za kaspazo-3. Aktivnost kaspaze-3 se poveča za približno šestkrat 
ter doseže plato po treh urah, ki nato minimalno pada s časom. Ob dodatku inhibitorja teh 
kaspaz je bila ta aktivnost približno trikrat nižja [29]. To nakazuje, da so v procese RCD 
vpleteni encimi s kaspazam podobnimi aktivnostmi. Ta proteaza bi lahko bila VPE. Dodatek 
mastoparana h kulturam klamidomonasa je namreč pokazal, da pride do povečanja aktivnosti 
na substrat YVAD (ki ga cepijo kaspaze-1) [37].  
Ob predpostavki, ki izhaja iz določanja viabilnosti (slika 8) in literature [29], da se celice, ki so 
bile izpostavljene 5 mM in 10 mM H2O2, vedejo podobno, lahko izvedemo primerjavo. 
Metakaspazna aktivnost je pri naših meritvah pri dodatku 5 mM H2O2 že po treh urah padala 
(slika 10), medtem ko so drugi raziskovalci pri celicah z dodatkom 10 mM peroksida opazili 
najvišji porast kaspazam-3 podobne aktivnosti po treh urah [29]. Iz tega bi lahko sklepali, da je 
metakaspaza, ki je nekje višje v signalni poti, vplivala na delovanje encima s kaspazam-3 
podobno aktivnostjo, ki je nekje nižje v signalni poti. Navidezni trend padanja metakaspazne 
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32 
 
aktivnosti. Tako je recimo značilno za metakaspaze tipa II, ki bi lahko bile prisotne v celičnem 
lizatu, da ko so enkrat aktivirane, tudi hitro avtoproteolitsko razpadejo [28]. Za natančnejšo 
določitev odvisnosti med encimi z metakaspazno aktivnostjo in tistimi s kaspaznimi 
aktivnostmi v signalni poti bi bilo potrebno izvesti poskuse ob zgodnejših časovnih točkah. 
Metakaspazna aktivnost je bila v netretiranih celicah še vedno prisotna. To bi lahko kazalo, da 
so metakaspaze oz. encimi z metakaspazno aktivnostjo dejansko funkcijsko pomembni tudi ob 
normalnih razmerah, kot je to predlagano v [27].  
 
5.4 Fragmentacija genomske DNA  
Z izolacijo genomske DNA smo želeli spremljati enega izmed morfoloških znakov, ki omogoča 
klasifikacijo različnih tipov rastlinske celične smrti. To je prisotnost oz. odsotnost urejene 
fragmentacije DNA [12].  
Pri izolaciji celičnih kultur brez stresorja smo pričakovali intaktno DNA pri velikosti nad 
10.000 bp. Celoten genom klamidomonasa je sicer velik okoli 111 Mbp [4]. Pri izolaciji 
genoma kontrolnih celic (slika 11) smo imeli nemalo težav, saj nikjer nismo dobili zgolj ene 
lise, pač pa je vselej prihajalo do vsaj delnega ''razmaza'' (angl. ''smear''), kar bi lahko bila 
posledica eksonukleazne aktivnosti, lahko pa se je DNA neurejeno fragmentirala tudi zaradi 
mehanskih poškodb ob grobih postopkih izolacije. Dober podatek je vsaj ta, da je lisa, ki pripada 
intaktni DNA, po relativni intenziteti še vedno dominantna. 
 
 
Slika 11. Genomska DNA celic klamidomonasa iz kultur, ki niso bile izpostavljene stresorju. Na sliki 
je prikazan rezultat elektroforeze na 1 % agaroznem gelu, na katerem smo v prvi žepek smo nanesli standard 
velikosti (oznaka ST), levo pa smo označili dolžine pomembnejših lis linearizirane DNA v bp. V preostale 
žepke smo po vrsti nanesli vzorce DNA, ki smo jih vzeli iz neobdelanih celic ob različnih časih po začetku 




Ko smo kulture klamidomonasa izpostavili NaCl, smo na podlagi literature pričakovali dva 
možna razpleta: pri nižjih koncentracijah soli ali pa ob kratkotrajnejši izpostavitvi le-tej smo 
pričakovali liso v velikosti intaktne genomske DNA, medtem ko smo pri višji koncentraciji in 
daljši izpostavitvi NaCl pričakovali fragmentirano DNA, ki bi lahko bila posledica delovanja 
eksonukleaze [29]. Rezultati (slika 12) so v skladu s pričakovanji: DNA je namreč v podobnem 
stanju kot pri kontrolnih celicah (slika 11) in ni prišlo do urejene fragmentacije; razlogi za 
takšne lise so verjetno podobni tistim, kot so navedeni že pri kontroli. Do pojava izrazitejšega 
razmaza DNA je prišlo pri najvišji koncentraciji in pri najdaljših časih izpostavljenosti NaCl 

















Slika 12. Genomska DNA celic klamidomonasa iz kultur, ki so bile izpostavljene 200, 250 in 400 mM 
NaCl. Tukaj so prikazani rezultati elektroforeze na 1 % agaroznih gelih, na katere smo nanašali vzorce DNA 
celic klamidomonasa, ki so bile izpostavljene soli, žepke s standardom velikosti smo označili s ST, levo od 
vsakega pa je označena dolžina pomembnejših lis linearizirane DNA v bp. V preostale žepke smo po vrsti 
nanesli vzorce DNA, ki smo jih vzeli iz kultur ob različnih časih po dodatku soli, kar tudi določa oznako 
vzorca, saj je ta podana številsko v urah po dodatku. Zaradi nespretnega nanašanja, so časovna zaporedja lis 
istih kultur, ki so bile izpostavljene neki koncentraciji soli, četudi na gelih ločene, na slikah povezane z 
zavitim oklepajem, nad katerim je tudi označena koncentracija dodane soli. Pri dodatku 250 mM NaCl smo 
zaradi nespretnosti vmesne proge vzorcev DNA celic klamidomonasa, ki so bile izpostavljene vodikovemu 
peroksidu, odrezali ter zapolnili vrzeli. 
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Pri kulturah z dodanim vodikovim peroksidom so rezultati še posebej zanimivi (slika 13). Tako 
je pri izpostavitvi 5 mM kot pri izpostavitvi 2,5 mM H2O2 prišlo do pojava ''lestvičenja'' (angl. 
''laddering'') genomske DNA. To je bilo do zdaj opaženo pri izpostavitvi celic klamidomonasa 
UV-sevanju in mastoparanu, kjer prav tako poteče VCD oz. HR [37, 38]. Pojav je posledica 
urejene fragmentacije DNA zaradi endonukleaznega delovanja. Delovanje teh encimov je 
odvisno od koncentracije Ca²⁺, kar so v literaturi pokazali z inhibicijo lestvičenja ob predhodni 
obdelavi celic s cinkovimi ioni [29, 40]. Na gelu je elektroforezni pojav lestvičenja viden kot 
prisotnost urejenih lis, ki se z daljšanjem izpostavljenosti stresorju ''pomikajo'' h končni dolžini 
fragmentov z dolžino 180-200 bp. Pri dodatku 5 mM H2O2 se je že po devetih urah praktično 
celotna genomska DNA pojavljala le še v obliki končnega fragmenta. Manj časa ko so bile 
celice izpostavljene stresorju, bolj so bili na gelu prisotni daljši, a manj intenzivni fragmenti 
DNA. Pri dodatku 5 mM H2O2 je pojav dobro razviden že po treh urah, medtem ko je pri celicah, 
izpostavljenih 2,5 mM H2O2, pojav razviden med tremi in štirimi urami in pol. Ti rezultati so 
le deloma skladni z literaturo, kjer je do fragmentacije DNA pri celicah, ki so bile izpostavljene 
10 mM H2O2, prišlo ''hipoma'' in brez nadaljnje fragmentacije, namreč, pri t=3 h je bila DNA 
še popolnoma intaktna, nato pa sta bili lestvici v času t=6 h in t=24 h praktično enaki [29]. To 
bi torej pomenilo, da je fragmentacija potekla kar naenkrat med tremi in šestimi urami, potem 
pa se je zaustavila. Rezultati naših meritev se zdijo bolj smiselni. 
Pojav lestvičenja se pri kulturi z dodanim 1 mM H2O2 ni pojavil (slika 13). Med časi 1 h in    
7,5 h so prisotne zgolj intenzivne in debele lise na mestih, kjer so sicer na majhnem območju 
različno dolgi daljši fragmenti DNA; v teoriji bi torej lahko tam bili različno dolgi fragmenti, 
ampak je ločljivost preslaba, da bi se to razločilo. Endonukleaza, ki je odgovorna za 
fragmentacijo, morda pri tej koncentraciji stresorja deluje prepočasi in so zategadelj fragmenti 
še predolgi za zaznavo. Razmaz, ki je prisoten po 24-ih urah, bi lahko bil posledica predolgega 
hkratnega delovanja endogene eksonukleaze z endonukleazo oziroma kontaminacije z 
eksogeno eksonukleazo. Vse to bi lahko bila tudi posledica zakasnitve splošnega odmiranja 
celic v populaciji in posledično urejenega fragmentiranja DNA zunaj časovnega okna, v 
katerem smo merili, vendar pa na to sklepam le iz splošnega trenda, saj testa CAVA pri 1 mM 











Slika 13. Genomska DNA celic klamidomonasa iz kultur, ki so bile izpostavljene 1, 2,5 oz. 5 mM H2O2. 
Tukaj so prikazani rezultati elektroforeze na 1 % agaroznih gelih, na katere smo nanašali vzorce DNA celic 
klamidomonasa, ki so bile izpostavljene H2O2, žepke s standardom velikosti smo označili s ST, levo od 
vsakega pa je označena dolžina pomembnejših lis linearizirane DNA v bp. V preostale žepke smo po vrsti 
nanesli vzorce DNA, ki smo jih vzeli iz kultur ob različnih časih po dodatku stresorja, kar tudi določa oznako 
vzorca, saj je ta podana številsko v urah po dodatku. Časovno zaporedje lis DNA istih kultur z dodatkom 
neke koncentracije vodikovega peroksida, četudi na ločenih gelih, je na slikah povezano z zavitim oklepajem, 
nad katerim je tudi označena koncentracija dodanega H2O2. Pri dodatku 5 mM H2O2 smo zaradi nespretnosti 
vmesne proge vzorcev DNA celic klamidomonasa, ki so bile izpostavljene soli, odrezali ter zapolnili vrzeli. 
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5.5 Preživetje novih kultur oz. kolonij, ki so bile ustvarjene iz celic, ki so  bile 
izpostavljene stresorjem 
Pri izvajanju poskusa nas je zanimalo predvsem to, če reguliran način izvedbe celične smrti za 
individualno celico klamidomonasa predstavlja prednost za preživetje populacije. Predpostavili 
smo, da bo kontrolnim celicam v svežem gojišču vselej uspelo vzpostaviti zdravo celično 
kulturo, torej v času 3-4 dni doseči vrednost A740 nad 0,8. Pri ostalih tretiranih kulturah smo 
opazovali, če bodo tiste kulture, ki izhajajo iz kultur s kratkotrajno izpostavitvijo stresorju, 
sposobne znova vzpostaviti oziroma vsaj v daljšem časovnem intervalu nakazati pojav 
vnovične zdrave kulture. Še posebej nas je zanimal odziv pri dodatku vodikovega peroksida, 
saj tam morfološki znaki ob izpostavitvi stresorju kažejo povišano metakaspazno aktivnost 
lizatov. 
Na novo ustvarjene kulture iz kultur z dodano 400 mM NaCl (slika 14), z izjemo tistih, ki so 
bile ustvarjene ob t=0 h, kljub dolgotrajnemu spremljanju niso pokazale trenda rasti, niti niso 
fenotipsko kazale znakov življenja. V času t=0 h je bilo očitno še dovolj živih in za delitev 
sposobnih celic (ocenjena viabilnost okoli 50 %, slika 7), da je do vzpostavitve kulture, kljub 
očitnemu zamiku, še vseeno prišlo. Meritve A740 kultur, ki izhajajo iz kultur, izpostavljenih   
250 mM NaCl, ne omogočajo kvalitetne interpretacije, saj očitno nismo delali sterilno in je 
prišlo do okužbe z nekim bakterijskim heterotrofnim organizmom. Vse kulture so namreč v 
splošnem izgledale motno bele ter imele podobne vrednosti A740, ki so bile neodvisne od časa 
odvzema vzorca. 
Podobno se je zgodilo tudi pri novih kulturah iz celic, ki so bile izpostavljene vodikovemu 
peroksidu (slika 15), le da je tukaj prišlo do kontaminacije kultur iz celic, obdelanih s 5 mM 
H2O2 po času t=3 h, pri tistih, katerih celice so bile predtem izpostavljene 10 mM pa je do tega 
prišlo le ob časih t=6 in t=7,5 h. Iz trenda, ki je razviden v točki t=3 h pri obeh koncentracijah 
in pri ostalih nekontaminiranih vzorcih, gre sklepati, da tudi v primeru, ko kulture ne bi bile 
kontaminirane, ne bi prišlo do vnovične vzpostavitve zdrave celične kulture. V času t=0 h je 
tudi tukaj prišlo do rahlega časovnega zamika rasti, a še vedno manj kot pa recimo pri kulturah 
iz kultur, izpostavljenih 400 mM NaCl, kar je tudi v skladu s testom CAVA in tam izmerjenimi 
umrljivostmi (slika 7 in slika 8). Glede na to, da je pri kontrolah vselej prišlo do rasti, tudi ni 
mogel biti problem v premajhni količini izhodiščnih celic za novo kulturo. 
Meritve pri testu CAVA (slika 7 in slika 8) tudi kažejo, da dodatek stresorja ne povzroči smrti 
celotne populacije, zato smo pričakovali, da bodo kulture, ki smo jih ustvarili s prenosom v 
sveže gojišče, sposobne oživitve, a temu pri tekočih gojiščih ni bilo tako (slika 14 in slika 15). 
Razlog bi lahko bil tudi ta, da so bili rezultati samega testa CAVA že v izhodišču netočni, saj 
nismo izvajali pozitivne kontrole, ki bi nam po toplotni obdelavi določila pogoj (A526) za         
100 % umrljivost. Dobro bi bilo tudi, če bi koncentracije dodanega reagenta CAVA 





Slika 14. Preživelost na novo ustvarjenih kultur, podana v obliki rastne krivulje A740, iz celic, ki so bile 
predhodno izpostavljene NaCl. Na vsakem izmed šestih grafov je na y-osi kot absorbanca pri valovni 
dolžini 740 nm predstavljena gostota celic v posamezni novi kulturi. Na x-osi je podan čas od vzpostavitve 
kulture v urah. Na vsakem grafu so štiri krivulje. Vsaka koncentracija stresorja ima lastno kontrolo, ki je 
označena kot ctrl (koncentracija stresorja). Preostali krivulji ponazarjata gostoto celic v kulturah, ki izhajajo 
iz celic z dodano 250 oz. 400 mM NaCl. Te krivulje so pri vseh grafih za isto koncentracijo stresorja označene 
z enako barvo, kar je podano v spodnji legendi. Vsak izmed šestih grafov ima v naslovu navedeno, ob katerem 





Slika 15. Preživelost na novo ustvarjenih kultur, podana v obliki rastne krivulje A740, iz celic, ki so bile 
predhodno izpostavljene H2O2. Na vsakem izmed šestih grafov je na y-osi kot absorbanca pri valovni 
dolžini 740 nm predstavljena gostota celic v posamezni novi kulturi. Na x-osi je podan čas od vzpostavitve 
kulture v urah. Na vsakem grafu so štiri krivulje. Vsaka koncentracija stresorja ima lastno kontrolo, ki je 
označena kot ctrl (koncentracija stresorja). Preostali krivulji ponazarjata gostoto celic, v kulturah, ki izhajajo 
iz celic z dodanim 5 oz. 10 mM H2O2. Te krivulje so pri vseh grafih za isto koncentracijo stresorja označene 
z enako barvo, kar je podano v spodnji legendi. Vsak izmed šestih grafov ima v naslovu navedeno, ob katerem 






Pri izvedbi poskusa, kjer smo na trdno gojišče TAP neposredno nacepili kulturo, ki je bila s 
stresorjem tretirana različno dolgo časa (tabela 5), se je izkazalo, da dodatek 250 mM  NaCl 
celicam že po približno 7,5 h onemogoči tvorbo kolonij, kar kaže na to, da si celice, ki so bile 
dolgo izpostavljene tako hudemu stresu, niso bile sposobne opomoči in se deliti, kar je v skladu 
z opažanji v literaturi, da sol povzroči nekrotični tip celične smrti [29]. Kulture, ki so bile 
izpostavljene 2,5 mM H2O2, so bile dlje časa sposobne na ploščah ustvariti kolonije, a so bile 
te v splošnem ''šibkejše''. Do rasti kolonij je tako prišlo tudi pri takšnih celicah, ki so bile 
vodikovemu peroksidu izpostavljene 12 ur (slika 16). To bi lahko pomenilo, da je pod vplivom 
oksidativnega stresa, ki naj bi pri celicah izzval odziv v obliki RCD, dejansko prišlo do 
preživetja ''izrednih posameznikov'', ki so si bili sposobni opomoči do te mere, da so se lahko 
delili in tvorili kolonijo. Sicer pa je nehvaležno v tem kontekstu primerjati oba stresorja, saj se 
je pri testih umrljivosti (slika 7 in slika 8) izkazalo, da predstavlja 250 mM NaCl relativno večji 
stres za celico kot pa 2,5 mM H2O2. 
 
Tabela 5. Kvalitativna ocena rasti kolonij celic klamidomonasa na trdnem gojišču TAP, 
ki so bile različno dolgo izpostavljene enemu izmed stresorjev. Tabela prikazuje sposobnost 
vzpostavitve kolonij po enem tednu v treh paralelkah. Kvalitativna ocena rasti je podana z 
opisno skalo, kjer velja: 
-         do rasti ni prišlo 
+        blaga ali sporadična rast nekaj manjših kolonij z zelo nizko intenziteto zelene 
++     rast ene večje kolonije, a zelena ni zelo intenzivna  
+++   intenzivna rast ene večje kolonije z intenzivno zeleno barvo kulture. 























































































































Slika 16. Rast kolonij, ki so zrasle iz celic, ki so bile izpostavljene stresorju 12 ur, na trdnem gojišču 
TAP. Z A so označene kolonije iz kontrolnih kultur, z B kolonije iz kultur z dodano 250 mM NaCl in s C 
kolonije iz kultur z dodanim 2,5 mM H2O2.  
 
 
Pri testiranjih ostalih stresorjev, ki so inducirali RCD (mastoparan [37], ocetna kislina [30] in 
UV [38]) so tudi preverjali sposobnost preživetja celic v novih kulturah. Pri celicah, ki so bile 
izpostavljene mastoparanu kot tudi UV-sevanju, so preverjali rast celic v starem gojišču, v 
katerem so predhodno rasle celice, ki so bile izpostavljene stresorju. Izkazalo se je, da so 
netretirane celice v takšnem (starem) gojišču izkazale nezanemarljivo višjo raven preživetja kot 
v svežem gojišču. To bi lahko bila posledica sproščanja nekih ''preživetvenih faktorjev'', ki jih 
sprostijo umrle celice, te pa v še živih celicah sprožijo nek mehanizem, ki olajša preživetje. 
Pri izpostavitvi celic s povišano koncentracijo ocetne kisline so preverjali vpliv hlapnih VOC 
iz kultur s stresorjem na normalne kulture. Normalne kulture so se na to odzvale s sprožitvijo 
obrambnih mehanizmov pred stresom (antioksidanti encimi in zmanjšana celična rast), čeprav 
mu same neposredno niso bile izpostavljene. Ti rezultati morda posredno kažejo na to, da je bil 
naš pristop sprva napačen, saj morda za populacijo ni pomembno dejansko preživetje celic v 
številčni populaciji, ki bi bila sposobna hitro ponovno vzpostaviti zdravo celično kulturo, pač 
pa je ključen medcelični prenos informacij, ki zagotovi preživetje nekaj dobro prilagojenih 
posameznikov. V altruističnem kontekstu bi torej imelo smisel, da celice, ki sprva začnejo 
odmirati zaradi nekega stresorja, ob tem začnejo izločati snovi, ki bi omogočile drugim, še 
posebej pa tistim najbolj prilagojenim, večjo možnost preživetja. To bi lahko pojasnilo pojav 
platoja pri testu viabilnosti (slika 8). Poskus bi bilo torej bolje izvesti v starem gojišču, kjer 
prvotne celice še niso bile v stacionarni fazi (da gojišče še ni izropano hranil), s svežimi celicami 



















Cilj diplomske je bil preiskovati različne parametre, ki potekajo ob celični smrti enocelične 
zelene alge Chlamydomonas reinhardtii, ki je bila izpostavljena dvema stresorjema, NaCl in 
H2O2 različno dolgo časa pri različnih koncentracijah. Preverjali smo tudi zmožnost nadaljnjega 
preživetja teh celic v svežih gojiščih. 
Rezultati spremljanja rasti in viabilnosti so pokazali, da se pri obeh stresorjih številska gostota 
celic oz. njihova viabilnost s časom izpostavljenosti manjša, kar je deloma v skladu z našo 
hipotezo; pri višjih koncentracijah namreč ni bilo očitne razlike v odzivu celic na različne 
koncentracije stresorja. Pri določevanju encimskih aktivnosti celičnih lizatov na substrat        
FR-AMC, ki ga cepijo encimi z metakaspazno aktivnostjo, smo opazili, da je ta upadla pri 
celicah, ki so bile izpostavljene soli, medtem ko pri tistih, ki so bile izpostavljene vodikovemu 
peroksidu, opaznega trenda nismo zaznali. To je le delno v skladu z našo hipotezo, saj 
metakaspazna aktivnost pri lizatih celic, ki so bile izpostavljene vodikovemu peroksidu, ni 
vselej narasla. Urejena fragmentacija DNA z značilnim lestvičenjem velja za enega izmed 
pokazateljev RCD. Do njega je prišlo pri dodatku 2,5 oz. 5 mM H2O2, pri dodatku soli pa do 
lestvičenja ni prišlo. Naša hipoteza je torej bila pravilna, saj je do lestvičenja prišlo zgolj pri 
izpostavitvi vodikovemu peroksidu, ne pa pri dodatku soli, kar kaže na drugačen potek celične 
smrti v populaciji.  
Pri preverjanju preživetja celic, ki so bile izpostavljene stresorju, je pri prenosu na tekoče 
gojišče prišlo do kontaminacije, medtem ko je pri prenosu na trdno gojišče po enem tednu prišlo 
do rasti kolonij, in sicer intenzivneje pri kulturah, ki so bile izpostavljene 2,5 mM H2O2, saj je 
prišlo do pojava kolonij tudi po dvanajstih urah stika s peroksidom, medtem ko kolonij iz kultur, 
izpostavljenih 250 mM NaCl, v splošnem ni bilo po 7,5 h. To kaže, da obstajajo celice, ki so 
kljub dolgotrajnejši izpostavitvi stresorju bile dovolj prilagojene, da so preživele in bile 
sposobne vnovične rasti v ugodnih pogojih. V hipotezi smo predvideli, da bo celicam, ki so bile 
izpostavljene manj časa nižjim koncentracijam stresorjev, znova uspelo vzpostaviti zdravo 
celično kulturo. To se je deloma uresničilo. Zdrave tekoče kulture nam zaradi kontaminacij ni 
uspelo ustvariti, kar onemogoča kvalitetno vrednotenje rezultatov, je pa prišlo do rasti kolonij 
na trdnih gojiščih. Tam je do intenzivnejše rasti prišlo zgolj po krajših časih izpostavljenosti 
stresorjema. Vpliva koncentracij stresorja na preživetje na trdni plošči ne moremo ovrednotiti, 
saj smo izvedli zgolj meritev pri eni koncentraciji. 
Nadaljnje raziskave bodo najverjetneje vsebovale spremljanje preživetja svežih celic v starih 
gojiščih, v katerih so predhodno rasle celice z dodanim stresorjem. Delo bo verjetno tudi 
potekalo z mikroskopom, saj nas zanima iskanje tistih izjemnih posameznikov, ki so sposobni 
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